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Introduction générale

Avant-Propos

Les travaux presentés dans ce manuscrit ont été réalisés au sein de I’équipe structures
et fonctions des polysaccharides (SFP) du CERMAYV (Centre de Recherches sur les
Macromolécules Végétales) et s’inscrivent dans le cadre d’une collaboration CIFRE avec
A.R.D (Agro-industrie Recherche et Développement). Ces travaux ont été dirigés par le
Professeur Rachel AUZELY-VELTY (CERMAYV, CNRS) et font partie des thématiques du
groupe SFP visant a développer des méthodes de modifications chimiques contrblées et
sélectives des polysaccharides en vue d’obtenir des systemes épaississants ou gélifiants.
Monsieur Anthony BRESIN, responsable du département fermentation d’A.R.D, a co-dirigé
le présent travail.

A.R.D est une société qui a comme objectif de valoriser grace a I’activité de recherche
et de développement les productions agricoles végétales de la région Champagne-Ardenne.
Elle permet ainsi le développement de nouvelles applications et I’ouverture de nouveaux
marchés aux matieres premiéres vegétales issues des grandes cultures céréalieres et
betteraviéres. Aujourd’hui, A.R.D est pionniere dans son domaine et plusieurs de ses projets
font partie du pdle de compétitivité de la région Champagne-Ardenne Picardie.

Soliance est une filiale d’A.R.D créée en 1994, qui a pour but la production par fermentation
et la commercialisation de matiére premiéres a vocation cosmétique, chimique. Soliance est
un acteur majeur dans la fabrication d’actifs cosmétiques a partir de molécules agricoles et
dans la distribution de matiéres premiéres actives, comme I’acide hyaluronique et le
dihydroxyacétone, un actif auto-bronzant pour lequel elle est deuxiéme leader mondial.

A.R.D travaille sous contrat avec des laboratoires publics et privés dans le domaine des
biotechnologies. La majorité du chiffre d’affaire est réalisée sous forme d’études et de
recherches commanditées par les actionnaires. La société A.R.D.-Soliance compte pres d’une
centaine de salariés répartis au sein de dix équipes aux compétences complémentaires :

e Le service fractionnement du végetal et pilote a vocation a travailler les matieres
premiéres végétales essentiellement issues de grandes cultures (blé, betterave, luzerne,
chicorée, mais...) afin d’extraire et isoler des composés plus ou moins purifiés allant
des polymeéres aux molécules simples de haute valeur ajoutée.

e Le service fermentation est spécialisé dans la production par voie fermentaire de
molécules a haute valeur ajoutée a partir de substrats végétaux issus du fractionnement
des plantes de grandes cultures. Ces molécules trouvent naturellement des débouchés
dans les secteurs de la cosmétique, de la pharmacie et de I’agroalimentaire.
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e L’équipe formulation est spécialisée dans I’utilisation de matieres premieres issues
du monde végétal dans I’optique de développer des produits cosmétiques et
détergents.

e Le service chimie et évaluation faconne des produits spécifiques comme les
tensioactifs par synthése organique et étudie la dynamique de transposition rapide de
procédés a I’échelle du pilote.

e L’équipe agro-matériaux développe de nouveaux matériaux issus de I’association de
matiéres premieres produites par les services fermentation, fractionnement et chimie.
Ainsi, I’équipe cherche a développer des applications pour les résines composites a
base d’huile végétale et travaille sur la valorisation de I’amidon dans le domaine des
matériaux, du papier et de la cosmétique.

e Le service sciences analytiques travaille en étroite collaboration avec I’ensemble des
services de la société et permet de caractériser un produit a chaque étape de son
développement, grace aux équipements d’analysé (CPG, HPLC...).

e Le pdle environnement étudie les contraintes écologiques associées a I’activité des
autres équipes en termes de nuisances, d’écotoxicité, de gestion des déchets et de
biodégradabilité.

e Soliance assure la production et la commercialisation au niveau international. Elle
produit une gamme complete d’actifs cosmétiques issus du monde végétal.

e Le service maintenance et travaux neufs entretient le bon fonctionnement de
I’ensemble du matériel et enfin les services administratifs coordonnent I’ensemble

des équipes et effectue la gestion de la sociéte.

Contexte de I’étude

La société A.R.D travail depuis plus d’une vingtaine d’année sur la production d’acide
hyaluronique par voie fermentaire. Cette société a montré un vif intérét pour les systemes
associatifs développés au CERMAYV a base d’acide hyaluronique. Des travaux antérieurs
effectués au laboratoire, portant sur I’élaboration d’assemblages supramoléculaire a base de
hyaluronane et de chitosane, ont guidé le présent travail. Des hydrogels physiques ont été
obtenus par la formation d’interactions hydrophobes entre des chainons alkyle greffés le long
de la chaine macromoléculaire. C’est dans ce cadre que nous avons proposé de développer de

nouveaux hydrogels a base d’acide hyaluronique selon une voie de synthese transposable a
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I’échelle industrielle, notre objectif étant de préparer une gamme de produits valorisables en
viscosupplémentation.

Le premier chapitre situe le travail dans son contexte bibliographique. Il porte sur
I’acide hyaluronique, son origine, son role physiologique dans I’organisme vivant, ainsi que
ses principaux domaines d’applications. Cette partie décrit par ailleurs la stratégie d’obtention
de nouveaux derives d’acide hyaluronique pour la viscothérapie.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la mise au point des conditions de synthése de dérivés
alkylés du HA permettant une transposition a I’échelle industrielle. L’étude du comportement
en solution des différents composés synthétisés en relation avec leur structure est également
présentée. Ces dérivés étant destinés a des applications biomédicales, leurs propriétés en
termes de cytotoxicité, stabilité thermique et dégradation enzymatique sont discutées.

Le troisieme chapitre concerne la modulation des propriétés épaississantes ou gélifiantes des
dérivés alkylés du hyaluronane en milieu aqueux. L’effet de I’ajout de petites molécules, tel
que la cyclodextrine, sur le réseau physique tridimensionnel y sera détaillé. Cette partie nous
permettra d’éclaircir différents résultats contradictoires de la littérature, sur la complexation
entre la cyclodextrine et les chaines de tensioactifs. La modulation des propriétés nous
permettra de contrdler la viscosité du systéme associatif et peut-étre, viser d’autres

applications.
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Introduction

L’objectif de ce travail est d’obtenir de nouveaux dérivés de I’acide hyaluronique
conduisant en milieu aqueux a des solutions de haute viscosité ou a des gels. Nous nous
sommes donc proposés de développer de nouveaux types de gels physiques a base d’acide
hyaluronique stabilisés par des jonctions labiles interchaines.

La premicre partie de ce chapitre décrit I’acide hyaluronique, son origine, les différentes
méthodes d’obtention et les propriétés physico-chimiques du HA. Enfin, le réle physiologique
du HA dans I’organisme vivant et ses principaux domaines d’application seront décrits.

La stratégie d’obtention de nouveaux dérivés d’acide hyaluronique pour la viscothérapie
fera I’objet d’une seconde partie. Nous-y développerons les différentes méthodes utilisées
pour D’obtention de dérivés de 1’acide hyaluronique réticulés physiquement et/ou
chimiquement pour obtenir des solutions de haute viscosité ou des gels. Cette partie nous
permettra également de définir le contexte de 1’étude et les objectifs qui ont guidé ce travail

de thése.
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| Historique

L’acide hyaluronique (HA) fut isolé pour la premicre fois par Meyer et Palmer en 1934
a partir de I’humeur vitreuse des yeux bovins [1]. Meyer est le pionnier de la recherche sur le
HA, malheureusement ses études se sont interrompues courant la deuxiéme guerre mondiale
et I’histoire de la recherche sur I’acide hyaluronique ne reprend qu’en 1948 avec les travaux
de Haddian et Pirie sur la préparation de I’acide hyaluronique [2]. Quelques années plus tard,
Jeanloz a travaillé sur la détermination de la structure de ce polysaccharide [3, 4]. Trois
années plus tot, Blix a publi¢ la premicre détermination de la viscosité intrinseéque de 1’acide
hyaluronique obtenue a partir du liquide synovial bovin [5].

Meyer [6] et Jeanloz [3] ont élucidé la structure primaire du hyaluronane , désignant a la
fois ’acide hyaluronique (HA) et le hyaluronate de sodium. C’est un des polysaccharides les
plus abondants appartenant a la famille des glycosaminoglycanes [7]. Le HA est décrit
comme une chaine linéaire non ramifiée dont le motif disaccharidique de répétition est
compos¢ d’une unité d’acide D-glucuronique liée en B(1—3) a D'unité N-acétyl-D-
glucosamine (Figure I-1). Ces motifs sont reliés par des liaisons glycosidiques de type

B(1—4). La longueur du motif de répétition du HA en solution est évaluée a 10 A.

ONa
OH

/O

Figure I- 1 : Unité de répétition disaccharidique du hyaluronane.

Depuis plusieurs décennies, 1’isolement, la purification et I’identification du HA ont
connu un intérét grandissant. La procédure développée par Balazs fut la premi¢re méthode
d’extraction appliquée industriellement pour isoler et purifier du HA provenant de crétes de
coq et de cordons ombilicaux [8]. Dans cette méthode, un traitement au formaldéhyde du
substrat est réalisé suivi d’une extraction en milieu basique, conduisant a un HA légérement
réticulé contenant 0,5% de protéines avec un rendement assez faible (0,9 g/kg de substrat).

Par ailleurs, la production de HA par des bactéries de type Streptococcus equi [9, 10] et
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streptococcus zooepidemicus [11] permet de meilleurs rendements (6 a 10 g/kg de moft de
culture) [9]. Le hyaluronane obtenu par cette méthode est dépourvu de protéines ou d’autres
glycosaminoglycanes fortement associés dans le tissu conjonctif. Le colit du HA a donc baissé

conduisant au fort développement de ses applications.

Il Propriétés physico-chimiques de I'acide hyaluronique

[1.1 Conformation

Il n’est pas surprenant que de nombreuses études aient été effectuées pour mieux
comprendre ’organisation tridimensionnelle en solution du HA qui est 1’élément clé¢ de la
matrice extracellulaire. Dés 1958, les premiers clichés de diffraction des rayons X du
hyaluronate de sodium, précipité et séché a 1’éthanol montrent que les poudres obtenues sont
de nature semi-cristalline [12]. A partir de 1972, la structure cristalline du hyaluronate de
sodium est étudiée par Atkins et Sheehan [13, 14]. Winter et al. ont montré que ce
polysaccharide possédait une conformation en hélice stabilisée par des liaisons hydrogene
[15]. Une conformation de double hélice antiparalléle a été mise en évidence par diffractions
de rayons-X pour des films de HA a pH 2,5 [16].

En solution, aucune transition conformationnelle hélice-pelote, avec du HA d’origine
bactérienne, n’a pu étre observée a ce jour. La transition conformationnelle pour des solutions
de HA, issu de créte de coq, mise en évidence par changement du pouvoir rotatoire spécifique
et par dichroisme circulaire [17, 18] peut étre liée aux protéines toujours présentes dans le
HA d’origine animale. Scott et coll. ont mis en évidence une conformation stabilisée par un
réseau de liaisons hydrogéne intramoléculaires impliquant les groupes carboxylique,
acétamido et hydroxyle [19].

La résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN 'H et °C) a été
utilisée pour tenter de définir la conformation du HA en solution aqueuse. L’utilisation de
I’eau comme solvant ne permet pas d’observer facilement les groupes NH et OH directement
impliqués dans des liaisons hydrogene. De ce fait, de nombreuses études ont été réalisées dans
le diméthylsulfoxide (DMSO) deutérié. En 1984, Scott et al. ont dénombré quatre liaisons
hydrogéne par unité disaccharidique [20]. Suite aux travaux de Cowman et al.[21], ils ont
suggéré que 1’addition d’eau dans une solution de HA dans le DMSO modifie 1’équilibre entre
les liaisons hydrogéne. La liaison hydrogéne directe serait remplacée par une molécule d’eau

créant un pont entre le NH et le COO™ (Figure I-2 a) et b)) [22].
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CHzOH

N1

Figure I- 2 : Structure secondaire du HA dans du DMSO avec et sans présence d’eau [22](A)

La structure secondaire (hélice 2;) est stabilisée par des liaisons hydrogéne
intramoléculaires périodiques [23]. La premicre implique le NH du groupe acétamido et le
groupe carboxylate a travers la liaison B(1—4) et la deuxieme 1’oxygeéne Os du cycle et
I’alcool C4-O4H a travers la liaison B(1—3) (Figure I-2 (a)). D’autres travaux ont été réalisés
par analyse de spectroscopie infrarouge et ont permis de localiser les ponts hydrogeéne intra et
interchaines ainsi que I’insertion des molécules d’eau [24-27] (Figure I-2 (b)). La
spectrométrie infrarouge a également mis en évidence le mécanisme d’hydratation et les
changements conformationnels induits au sein de la chaine par I’hydratation.

Almond et al. ont étudié la conformation d’oligosaccharides en solution par
dynamique moléculaire, ils observent que les liaisons hydrogeéne intramoléculaires se
réarrangent rapidement et s’échangent avec les molécules d’eau [28-30].

Le modele microscopique le plus répandu du HA en solution est celui d’une hélice 2,
stabilisée par un réseau de liaisons hydrogéne intramoléculaires dynamiques entre résidus
adjacents (figure 1-3). Cette structure présente dans les simulations de dynamique moléculaire

de Almond et al. lui confére un caractére semi-rigide.
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Figure I- 3 :Vue du plan de I’hélice 2, (1)
Vue perpendiculaire au plan de I’hélice (2)
Vue au dessus de I’axe de I’hélice (3)

Les atomes d’oxygene sont en rouges,
Les atomes d’azote sont en bleus.
Figure modifiée a partir de la référence [31].

II.2 Principales caractéristiques physico-chimiques

La présence d’un acide uronique dans I'unité de répétition du HA Iui confere des
propriétés de polyélectrolyte et le rend parfaitement soluble en milieu aqueux neutre. L’acide
hyaluronique est un polyanion, la principale caractéristique d’un polyacide est la valeur du pK
intrinseque (pKo) qui peut étre obtenue par titration potentiométrique d’une solution de HA
sous forme acide. Fouissac et al. ont obtenu une valeur de pKy = 2,9 + 0,1. Un pH de 7,5 est
nécessaire pour une neutralisation totale des groupements carboxylique[32]. Balazs a montré
que lorsque le pH de la solution de HA diminue, en ajoutant progressivement du HCI, un gel
se forme a pH 2,5. Ce qui s’expliquerait par la diminution des dissociations des carboxylates
favorisant les liaisons hydrogene et conduisant a la formation du gel [33, 34].

Roure et al. ont évalué par chromatographie d’exclusion stérique multidétection (SEC)

la longueur de persistance intrinseque L, de la chalne polysaccharidique du HA a 25°C, en
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’absence de répulsions électrostatiques, a environ 75 A [35]. Cette valeur traduit un caractére
semi-rigide de la chaine macromoléculaire et correspond aux valeurs prédites par
modé¢lisation moléculaire [36]. Dans cette é¢tude, une diminution de la longueur de persistance
intrinséque Lp est observée lorsque la température augmente. Cette diminution serait reliée a
une perte de la rigidité de la chaine par rupture ou affaiblissement des liaisons hydrogéne
intramoléculaires.

La distribution des masses molaires du HA est obtenue directement par
chromatographie d’exclusion stérique (SEC). Rinaudo et al. ont montré que pour des HA de
masse molaire M : 4 x 10° <M < 1,5 x 10° g/mol, en solution dans les conditions de la SEC
(NaNOs3 0,1M, 30°C), on obtient K= 0,0336 et a = 0,79 lorsque la viscosité intrinséque [n] est
exprimée en mL/g. Par la suite, une simple mesure de la viscosité intrinseque dans les mémes
conditions expérimentales, par viscosimetrie capillaire, nous conduit a la masse molaire
moyenne viscosimetrique Mv (si les viscosités sont déterminées au plateau newtonien) en

considérant la relation de Mark-Houwink qui relie Mv a [n] [37-39] (éq I-1).
[7]=KxM? éql-1

[1.3 Propriétés rhéologiques

Le succes du HA tient a ses propriétés viscoélastiques. Depuis plus de 30 années, de
nombreux travaux ont porté sur 1’étude du comportement rhéologique du HA [37-39], ainsi
que sur les différents parameétres tels que la concentration en polymeére, la masse molaire, la
température, la force ionique, la nature des ions compensateurs et le pH qui peuvent
influencer le comportement du HA en solution [37, 40-44].

Pour 1’é¢tude des propriétés rhéologiques du HA en solution, il est important de
déterminer la viscosité de la solution polysaccharidique (1) et plus exactement 1’augmentation
de la viscosit¢ du polymere par rapport a celle du solvant (n-n9) et la concentration en
polymére C, la masse molaire du polymere M et la viscosité intrinséque [n].

La figure 1-4 montre le comportement en écoulement pour des HA a différentes
concentration en fonction du gradient de vitesse. Toutes les courbes sont rhéofluidifiantes, ce
qui signifie que la viscosité diminue quand le gradient de cisaillement augmente. La viscosité

au plateau newtonien a faible gradient de cisaillement correspond a n.
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Figure I- 4 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de vitesse pour des solutions d’acide
hyaluronique de masse molaire moyenne en masse (Mw=1,3 x 106g/mol) a différentes concentrations

45, 46].

En représentant en échelle log-log la viscosité spécifique g, au plateau newtonien en

fonction de [n]C a 0,1M NaCl, trois parties caractérisant les régimes ; dilué¢, semi-dilué et le

régime concentré peuvent étre obtenues [47] (Figure I-5).

7
6 = 4
2 5 |-
S 4
@
2 3
g 24—
‘_? 11
0 - e —éRégime*concentré
-1 : , — :
-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2
log c[eta]

Figure I- 5 : Dépendance de la viscosité spécifique 1y, au plateau newtonien en fonction de [n]C pour
I’acide hyaluronique en solution dans du NaCl 0,1M a 25°C [45, 46].

La fin du régime dilué¢ est déterminée par la valeur de concentration critique de recouvrement

C* qui correspond au début du régime semi-dilué¢ et D’apparition progressive des

enchevétrements. La courbe représentée sur la figure I-5 correspond a une courbe maitresse
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de I’acide hyaluronique qui a été développée au sein de notre laboratoire applicable pour
différentes masses molaires de polymeéres parfaitement solubles [46]. L’équation de la courbe

maitresse est donnée par la relation suivante :

(Mspo= C] + Kk’ (C[n])* + B(CM])" éq1-2

Les deux premiers termes de I’équation sont valables en régime dilué et connus par la relation
de Huggins, avec k’ la constante de Huggins (k’= 0,4 pour un polymére parfaitement
soluble)[48]. k’, B et n dépendent de la force ionique mais sont peu sensibles a la masse
molaire. Cette relation permet d’estimer approximativement, a gradient de vitesse nul, (Nsp)o
pour une solution de polymeére a une concentration C, connaissant la viscosité intrinséque[n].

Il a été démontré par la suite qu’une relation générale pouvait étre proposée pour des

polymeres parfaitement solubles [49]:

(Msp)o=Cn] x { 1+ ki(C]) + ka(CM])’* + ks(C[n])’} éql-3

aveck; =04 ko= k%2 ! 5 ks =k /3 !
Cette relation converge absolument vers les courbes tracées précédemment par Rinaudo et al.
commentées ci-dessus.

La figure [-6 montre le comportement viscoélastique des différentes solutions d’acide
hyaluronique linéaire de masse Mw 1,3x10° g/mol représenté par une courbe maitresse, avec

une fréquence caractéristique o, telle que G’=G’’.

G'(w) , G"(w) x a, (Pa)

10*
o
i o,
10?
oo G' 968 all . G" 478790
. s  Gr9B8gA e G 567gl
. G' 19.57 g/l o G"567gl
a * x G" 19.57 g/l + G' 6549 g/l
10° > . G' 2855g/ x  G"6549g/
. G"2855gi s G 740600
—— G' 39199/ s G"74060/
— — G"39.19g/ + G B323gN
. G 4787g/ «  G"B323g/

1072 10° 10

1
o x afrad.s )

Figure I- 6 : Courbes maitresses de G’ et G’ en fonction de la fréquence obtenues par translation en
utilisant comme référence les courbes G’(®) et G”’(®w) du HA a 39,9g/LL (Mw = 1,3x10°; T=25°C).
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A basses fréquences, G’<G’’, le comportement du HA est celui d’une solution
visqueuse. A fréquences élevées, G’>G”’, le comportement du HA est €lastique, en relation
avec les enchevétrements. (G’ module élastique et G*” correspond au module visqueux).

La majorité des applications du HA, discutées plus tard, dans le domaine biomédical

notamment dans la viscothérapie, sont reliées a la viscoélasticité du HA.

Il R6le du HA dans I’'organisme vivant

L’acide hyaluronique se trouve principalement dans la matrice extra-cellulaire (ECM) et
dans la matrice peri-cellulaire. Evanko et Wight ont récemment montré que le HA était
présent a I'intérieur des cellules [50, 51]. Dans le corps humain, les zones qui sont les plus
riches en HA sont la peau, le liquide synovial, le cordon ombilical et I’humeur vitreuse de
I’ ceil.

Dans la peau, I’acide hyaluronique immobilise les molécules d’eau dans le tissu et
permet de changer le volume dermique ; il agit ainsi en tant qu’agent hydratant. Le HA peut
aussi influencer la prolifération cellulaire et la réparation tissulaire. Le vieillissement et la
régénération tissulaire (cicatrisation) sont souvent causés par un changement de Ia
concentration en HA dans certaines zones, ce qui accentue son role important dans la peau
[52].

Dans le cartilage, le HA est un ¢lément structural important de la matrice
extracellulaire, il forme un centre d’agrégation avec les protéoglycanes et les chondroitines
sulfates qui retiennent les assemblages macromoléculaires grace aux interactions spécifiques

HA-protéines [53, 54] (Figure 1-7).
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Protéoglycane

Protéoglycanes : Molécules
qui forment un complexe en
s’attachant de fagcon covalente a
une longue chaine
polysaccharidique de HA.

Les Fibres de collagéne sont
noyées dans le réseau complexe
des protéoglycanes.

Membrane Plasmique f

Intégrine

Protéine

Acide hyaluronique

Fibre de collagéne

Microfilaments
d’actine

Agrécanes

Fibronectine : maillon-clés

| de l'adhérence des cellules a

la matrice extracellulaire.

Les intégrines sont des
protéines réceptrices
transmembranaires. Elles se
lient aux molécules de la
matrice extracellulaire et aux
microfilaments d'actine via
un certain nombre de
protéines de liaison qui
s'associent a leur région
intracellulaire

Interaction HA-protéine

Figure I- 7 : Représentation schématique d’une partie de la matrice extracellulaire avec un
g p q p

agrandissement du complexe protéoglycane-HA[55].

Dans le liquide synovial (LS), la forte concentration de HA de haute masse molaire,

allant jusqu’a 10x10°g/mol sont cités dans la littérature, permet de lubrifier I’articulation et

absorber les chocs. Lors d’affections osseuses articulaires ou péri-articulaires (autour de

I’articulation), d’origine inflammatoire ou mécanique, le HA de forte masse molaire se trouve

dégradé par des agents réactifs oxygénés qui réduisent sa viscosité et donc ses propriétés

lubrifiantes et protectrices, provoquant 1’altération du cartilage accompagnée de douleurs lors

des mouvements, puis 1’usure des extrémités osseuses [56].

Pendant longtemps, on pensait que le HA servait essentiellement de maticre de

comblement de la matrice extracellulaire des tissus conjonctifs. Aprés plusieurs études sur
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I’interaction HA-protéines et HA-récepteurs il a été montré que le HA avait d’autres activités
fonctionnelles [57].

Le HA est aujourd’hui reconnu pour son rdle dans I’embryogenése et dans la migration
des cellules musculaires au cours du développement de I’embryon. Le HA exerce aussi de
multiples fonctions dans 1’induction de la prolifération, de la migration, de la formation des
tubules rénaux ou encore dans le processus tumoral et métastatique [58].

De plus, le HA a la particularit¢ d’avoir des fonctions biologiques opposées
dépendantes de la masse molaire du polysaccharide. Par exemple, les acides hyaluroniques de
haute masse molaire jouent un réle de comblement d’espace dans le tissu conjonctif. De plus,
ils sont anti-angiogéniques, c'est-a-dire qu’ils empéchent la fabrication des vaisseaux sanguins
qui irriguent les tumeurs cancéreuses. Ainsi, les tumeurs ne sont plus alimentées en sang et
elles disparaissent progressivement [59]. Les HA de haute masse molaire sont aussi
immunosuppressives, ils empéchent ainsi le corps de rejeter une greffe d'organe ou un tissu
étranger[60] alors que les HA de tailles intermédiaires (25 a 50 unités disaccharidiques) sont
inflammatoires, immunostimulantes (stimule les défenses immunitaires) et fortement
angiogéniques [61, 62]. Les petits oligosaccharides sont quant a eux anti-apoptotiques [63] .
L’apoptose est le processus par lequel des cellules déclenchent leurs autodestructions en
réponse a un signal. Une récente revue regroupe les différentes activités de 1’acide
hyaluronique en fonction de la taille du polysaccaride [64].

Le role tres important que joue le HA dans I’organisme vivant, a permis de développer

son utilisation dans de nombreux domaines du biomédical et de la cosmétique.

IV Applications biomédicales du HA et de ses dérivés

Les principaux domaines d’applications biomédicales du HA et de ses dérivés ont été

classifiés par Balazs en 2004 de la fagon suivante [65] :

IV.1 Visco-chirurgie

Le concept de la visco-chirurgie est apparu avec le développement dans les années 70,
par Balazs, de la premiére solution a base de hyaluronate de sodium.

En visco-chirurgie, notamment en micro-chirurgie oculaire, la solution a base de
hyaluronate de sodium est utilisée en pré-opératoire comme une aide chirurgicale afin de
permettre la séparation des tissus et de créer un espace suffisant autorisant le geste chirurgical

et/ou une implantation [8, 66]. Elle sert aussi a protéger les tissus, absorber les chocs et créer
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un film protecteur sur les surfaces sensibles aux dommages mécaniques qui peuvent étre
causés par les instruments.

L’efficacité en pré-opératoire des solutions a base de hyaluronate de sodium en micro-
chirurgie oculaire est liée a leurs propriétés mécaniques et, plus exactement, a leur
comportement rhéologique (viscoélasticité), lui-méme fonction de la longueur de la chaine
polysaccharidique et des interactions intra- et inter-chaines. Cette longueur de chaine est
déterminée par la masse molaire du hyaluronane qui est fonction de son origine (crétes de coq
ou fermentation bactérienne) et peut étre influencée par le procédé d’obtention du HA ainsi

que par le procédé de fabrication et de stérilisation de la solution viscoélastique [67, 68].

IV.2 Visco-augmentation (comblement viscoélastique)

La Visco-augmentation consiste a utiliser des gels viscoélastiques injectables dans
diverses applications cosmétiques, réparatrices et thérapeutiques pour augmenter les tissus et
combler les rides, les dépressions et les imperfections du visage. C’est aussi l'augmentation
des tissus mous des cordes vocales et le comblement de la paroi postérieure du pharynx lors
d'insuffisance pharyngée.

Des produits a base d'acide hyaluronique tels que Restylane® (Laboratoire Inamed),
Hylaform® (Biomatrix) ou Juvederm® et Surgiderme (Laboratoire Cornéal) sont utilisés par
les médecins en remplacement du collagéne car l'acide hyaluronique réduit les risques
d'allergie (surtout pour les HA issus de fermentation bactérienne) et dure plus longtemps (6 a
18 mois pour le HA contre 3 a 6 mois pour le collagéne). De plus, sa résorbabilité empéche

tout accident définitif [69].

V.3 Visco-séparation (adhésion tissulaire)

La Visco-séparation, c’est I'utilisation de gels viscoélastiques, membranes ou fluides
pour séparer les tissus, prévenir 1’adhésion, couvrir les plaies internes ou externes. St. Onge a
démontré que le HA réduit de maniere significative les problémes d’adhérence qui sont
inhérents a toute chirurgie tendineuse. L’inconvénient de 1’utilisation du HA non modifié est
le temps de présence insuffisant dans le tissus local [70]. Au milieu des années 80, Weiss a
démontré que I'utilisation de Hylan B (HA réticulé chimiquement) avait une excellente
biocompatibilité¢ et prolonge la présence du gel dans le tissu local. L’une des principales
phases incontournables dans la cicatrisation tendineuse est la prolifération des fibroblastes, il

a ¢té montré¢ expérimentalement et cliniquement que l'action de gel de HA biodégradable
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pouvait éviter ce phénomeéne tout en préservant la qualité de la cicatrisation du tendon et des

autres structures vasculo-nerveuses [71-73].

IV.4 Viscosupplémentation

La viscosupplémentation est la deuxiéme plus importante application du HA apres la
viscochirurgie. C’est une thérapie qui a été développée pour soigner le rhumatisme
inflammatoire chronique. Elle consiste a remplacer le liquide synovial déficient, en injectant
dans I’articulation un gel (ou une solution de forte viscosité) possédant des qualités proches
ou supérieures au liquide synovial (LS) d’un sujet jeune et sain. La viscosupplémentation peut
atténuer ou enrayer la douleur, réduire la raideur et contribuer a restaurer la mobilit¢ de
I’articulation afin de retrouver des mouvements moins douloureux [74, 75].

L’arthrose est une maladie chronique dégénérative du cartilage et des os ; cette maladie
est assez souvent accompagnée de la dégénération d’autres organes, tels que les poumons, le
cceur et les vaisseaux sanguins. Plus de 10% de la population mondiale agée de plus de 55 ans

sont affectés d’arthrose [53]. L’arthrite est une maladie inflammatoire, d'origine infectieuse

ou non, qui peut dégénérer en arthrose (Figure I-8b).

Figure I- 8: (a)Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement pour 3 liquides
synoviaux différents [S5]. (b)Comparaison de I’articulation en état normal, arthrite et arthrose.

L’arthrose du genou (Gonarthrose) apparait suite a la réduction de I’¢lasticité et de la
viscosité du LS qui n’absorbe plus aussi efficacement les chocs infligés a I’articulation et ne
joue plus son role de « coussin » entre les os (figure I-8a). L’articulation est douloureuse en

particulier lors des mouvements.

22



Etude bibliographique

Le constituant principal du liquide synovial, comme cit¢ précédemment, est un
complexe moléculaire d’agrégats contenant de 1’acide hyaluronique de masse molaire ~
10"g/mol pour un sujet sain. Des études ont montré que lorsqu’un sujet est atteint d’arthrose,
la viscosité du LS chute. Cette diminution de la viscosité peut étre due soit a la baisse de la
masse molaire du HA soit de sa concentration par dilution du HA dans I’articulation. Des
¢tudes sont encore en cours sur ce sujet. Praest et al. ont montré que la corrélation entre la
viscosité du LS et la concentration du HA est plus significative que celle entre la viscosité et
la masse molaire moyenne du polymere [55, 76, 77]. Une étude récente (2007) a consisté a
mesurer le volume du LS et & comparer la concentration de HA présente dans 1’articulation
pour, d’une part, les cas normaux, et d’autre part, des patients souffrant de gonarthrose. Cette
¢tude montre une baisse considérable de la concentration pour les sujets malades et non de la
masse molaire du HA[78].

Pendant les années 1970, Butler et al. ont démontré que les injections intra-articulaires
de HA (issus de créte de coq) sur les chevaux de course souffrant d’arthrose permettaient une
baisse significative des symptomes et douleurs de 1’articulation avec un retour sur les champs
de courses [79]. Ce traitement a été commercialisé pour la médecine vétérinaire comme
premier viscosupplément [80]. Les premieres études de viscosupplémentation pour la thérapie
de I’arthrose humaine ont été effectuées de 1969 a 1973 en Sueéde par Rydell et Helfet [81].
Peu de temps apres, les recherches ont été reprises en France par Peyron [82] qui a travaillé
sur un HA, toujours issu de créte de coq, de masse molaire 2-3 million g/mol nommé
Healon". Les essais cliniques ont montré que ce traitement ne correspondait pas au cas avancé
d’arthrose car le temps de résidence du produit dans I’articulation était trop court. Par contre,
ce produit est largement utilisé en viscochirurgie. Balazs a donc essayé¢ de développer un
nouveau viscosupplément utilisant les Hylanes (les hylanes seront décrits plus en détails dans
la partie dérivés du HA pour la viscothérapie). Le produit optimal doit étre biocompatible et
doit avoir des propriétés rhéologiques similaires a celles du liquide synovial d’un patient sain
avec un temps de résidence dans [Darticulation assez important [74, 83]. Le produit
commercial le plus utilisé dans le domaine de la viscosupplémentation est le Hylan G-F 20,
obtenu par extraction de crétes de cogs. Le Synvisc”® est composé de 80% de Hylan A fluide

(HA pseudo-linéaire) et 20% de Hylan B gel (Hylan A réticulé¢ chimiquement) [84].
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Figure I- 9 : Comparaison du comportement élastique et visqueux de liquide synovial d’un patient
sain, malade par rapport au HA de faible masse molaire a 10g/L et du Hylan viscosupplément
(Synvisc®) [84].

Une comparaison des propriétés viscoélastiques d’un liquide synovial d’un patient sain,
souffrant d’arthrose, de Hylan G-F 20, et d’un HA de masse molaire 500 000 g/mol est
représentée sur la figure [-9. Le pourcentage d’élasticité est exprimé comme la fraction de
I’énergie appliquée qui est convertie en déformation ¢élastique et en écoulement visqueux.

D’autres viscosuppléments sont aujourd’hui présents sur le marché mondial. Ces
produits sont différents par leur origine, structure moléculaire (linéaire ou réticulé¢), masse

molaire, et concentration en solution. (Tableau I-1)

. Masse molaire
Nom commercial apparente Origine | Concentration Structure
(laboratoire)
(g/mol)
ADANT (Fornet, . ‘ o
0,6al1,2x10 fermentation | 20mg /2mL linéaire
Espagne)
ARTHRUM H (LCA, 6
2,4x10 fermentation | 40mg/2mL linéaire
France)
HYALGAN (Fidia, S o
) 5a7,5x 10 Créte de coq | 20mg/2mL linéaire
Italie)
OSTENIL (Chemedica, 6 ' o
1a1,2x10 fermentation | 20 mg/2mL linéaire
Allemagne)
SINOVIAL (Genevrier, s . o
5a7,5x 10 fermentation 16mg/2mL linéaire
France)

24




Etude bibliographique

SUPLASYN (Bioniche, s ) o
5a7,5x10 fermentation | 20mg/2mL linéaire
Irlande)
SYNVISC (HYLAN 20% réticulé et
GF 20) (Genzyme, 6x 10° Créte de coq 16mg/2mL 80% pseudo-
USA) linéaire
VISCORNEAL-
ORTHO (Cornéal, 6x 10° Créte de coq | 20mg/2mL réticulé
France)

Tableau I- 1 : Récapitulatifs des différents viscosuppléments présents sur le marché.

Malgré la diversité des viscosuppléments aujourd’hui présents sur le marché, il s’avere
que le Synvisc® est le seul viscosupplément sous forme de gel qui a fait preuve d’efficacité.
Par contre, en observant le tableau ci-dessus, on peut remarquer que les seuls

viscosuppléments a base de HA modifiés chimiquement sont d’origine animale (créte de coq).

L’utilisation désormais banalisée de la viscosupplémentation dans le traitement de
I’arthrose n’a cependant pas permis de répondre de fagon formelle et scientifique a de
nombreuses questions, car les études méthodologiquement fiables, controlées, comparatives
ou contre-placébo, sont de mise en place et de réalisation délicates. Elles sont d’ailleurs en

régle générale sponsorisées par le laboratoire commercialisant le produit en question [85].

V Dérivés de I'acide hyaluronique pour la viscothérapie

L’application principale visée pour les nouveaux dérivés d’acide hyaluronique
développés lors de ce travail étant la viscosupplémentation, ceux-ci doivent présenter des
propriétés physico-chimiques et rhéologiques proches des viscosuppléments cités
précédemment. L’acide hyaluronique natif que nous avons modifi¢ dans notre étude est issu
de fermentation bactérienne et nous visons a développer le premier viscosupplément de type
gel physique d’origine non animale [86].

Dans la partie qui suit, nous avons effectué une étude bibliographique sur les différents
dérivés synthétisés jusqu'a ce jour qui ont, ou qui pourraient avoir, pour application la
viscothérapie (viscosupplémentation, visco-augmentation, visco-chirurgie et la visco-
séparation).

Comme nous avons pu le constater dans les parties précédentes, 1’acide hyaluronique est
un biomatériau viscoélastique qui a des propriétés rhéologiques uniques, comparé aux autres
polymeres naturels ou synthétiques. Ces propriétés uniques le rendent attrayant pour

différentes applications biomédicales. Le hyaluronane, pur, natif méme de haute masse
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molaire (2,4 x 10° g/mol) et & forte concentration (C = 20g/L) ne présente pas les propriétés
rhéologiques souhaitées pour une utilisation efficace en viscosupplémentation, viscochirurgie
et pour les implants. De fagon a augmenter la viscoélasticité¢ du HA et de prolonger son temps
de séjour dans les tissus, le développement de nouveaux dérivés de HA, notamment des
hydrogels a connu une forte croissance.

Les hydrogels sont des réseaux tridimensionnels constitués de polymeéres dans lesquels
sont présents des domaines ou des groupes hydrophiles hydratés dans un environnement
aqueux. Le terme de réseau, implique la présence de réticulations qui empéchent la
dissolution en phase aqueuse.

Les hydrogels se divisent en deux grandes familles : les gels chimiques et les gels
physiques, aussi désignés sous les termes de gels irréversibles et gels réversibles. La
différence entre ces deux familles réside dans la nature des liaisons qui constituent les
réticulations : liaisons covalentes dans le premier cas, liaisons secondaires réversibles
(hydrogéne, Van der Waals, ioniques, hydrophobes, complexes...) dans le second (Figure I-

10) [87].

Réseau 3D physique Réseau 3D chimique

HA

~

Interactions
hydrophobes
réversibles

Liaisons
covalentes
irréversibles

Figure I- 10 : Représentation schématique d’un exemple de réseau physique et d’un réseau chimique.

V.1 Principales modifications chimiques du HA

Le hyaluronane présente plusieurs groupements fonctionnels susceptibles d’étre
modifiés chimiquement de facon sélective : les fonctions alcool primaire, acétamide et

carboxylates (Figure I-11).
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Figure I- 11 : Principaux sites pour la modification chimique sélective de I’acide hyaluronique

La fonction acétamide est difficile a modifier ; elle nécessite une hydrazinolyse pour
créer quelques groupements réactifs NH, capables de réagir avec des aldéhydes par amination
réductrice ou amidation. Mais, une importante dépolymérisation est observée pendant cette
réaction. Par ailleurs, beaucoup de réactions sont effectuées sur le groupement OH primaire
consistant en des sulfatations (obtention de polymeéres ayant un rdle anticoagulant) [88, 89],
estérification (I’acide butyrique est couplé au HA pour obtenir un systéme de relargage de
médicaments au niveau de cellules cancéreuses) [90]. Une autre réaction peut avoir lieu entre
des fonctions réactives bis-aldéhyde obtenues par oxydation des OH secondaires avec du
périodate de sodium.

La majorit¢é des modifications chimiques du HA ont lieu sur la fonction acide
carboxylique. Une estérification donnant des esters benzyliques qui augmente le caractére
hydrophobe du HA a ¢été¢ développée par la société Fidia S.R.L. pour produire différents
matériaux HYAFF® (éponges, films, films micro-perforés, sphéres...) [91]. Une autre
réaction importante est la modification du HA par un acide adipique dihydrazide (ADH) en
utilisant des carbodiimides pour obtenir des groupements hydrazide pendants le long de la
chalne macromoléculaire, afin de pouvoir greffer par-dessus des chaines alkyle, des principes
actifs tel que le Taxol® ou des agents réticulants [86, 92-96].

Les premiers agents de réticulation utilisés pour produire des hydrogels sont les bis-
époxydes [97], le glutaraldéhyde [98] et la divinylsulfone [99] qui sont aussi largement
exploités pour produire des gels a partir d’autres polysaccharides. Dans la partie qui suit, nous
avons développé les principaux hydrogels chimiques et physiques utilisés pour la

viscothérapie.
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V.2 Principaux hydrogels chimiques pour la viscothérapie

V.2.1 Les hylanes

a) Origine

Les hylanes, développés par la société Biomatrix Inc., font partie des premiéres familles
de dérivés réticulés du HA, d’origine animale, pour la viscothérapie. Ils sont formés par des
procédés de réticulation qui ne modifient pas les fonctions carboxylate ou acétamide de la
molécule HA native et conservent donc la biocompatibilit¢ du HA non modifi¢. En utilisant
deux processus différents de réticulation, ils peuvent étre préparés soit sous forme solubles
dans I’eau soit sous forme insolubles.

Dans un des procédés (Hylane A), le formaldéhyde est utilis¢ a pH neutre pour former
une liaison permanente entre les groupes C-OH du polysaccharide et les groupes amino ou
imino d’une protéine [99]. Dans les bonnes conditions, le procédé de réticulation ne produira
pas un réseau moléculaire infini mais seulement une association permanente de 2 a 8
molécules de HA. Le contenu en protéines de hylane purifié correspondra a 0,4-0,8% du
contenu en HA. Les entités moléculaires résultantes peuvent avoir une masse molaire
apparente de 8 a 20 millions g/mol. Les solutions de hylane ont des propriétés rhéologiques
trés différentes des solutions de HA de plus haute masse molaire ayant des concentrations
comparables. Les solutions de hylane ont une trés forte viscosité a bas cisaillement (< 0,01 s
" et une forte ¢lasticité aux hautes fréquences (> 1Hz), elles sont aussi plus pseudoplastiques
que les solutions de HA.

Un autre procédé produit des chaines de HA non modifiées (Hylane B), pontées par un
réticulant divinyl sulfone a travers leurs groupes hydroxyle [7, 100]. Ceci conduit a un réseau
permanent qui n’est plus soluble dans I’eau contrairement au précédent. Cependant, le réseau
de hylane réticulé conserve son affinité pour I’eau et gonfle pour former des gels mous
extrémement hydratés. Le taux de gonflement et les propriétés rhéologiques de ces gels de
hylane dépendent de la densité du réseau des chaines de HA et du degré de réticulation. En
contrdlant ces deux parameétres, les gels de hylane peuvent étre congus de fagon a fournir les
propriétés requises pour une application donnée.

b) Propriétés physico-chimiques :

Les propriétés physiques du hylane fluide, du gel ainsi que celles du HA non modifié,

ont été¢ comparées (tableau 1-2).
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Solution 1% de Solution 1% de Gel de Hylane 0,5%
NIF-NaHA" Hylane
Viscosité (en Pa.s) a 400 6000 8500
vitesse de

cisaillement 0,001s™! 242 2190 Non applicable
Module élastique a 7 60 70

0,05 Hz (en Pa) 4 22 69
Solubilité dans I’eau Soluble Soluble Insoluble

En écriture standard : Résultats obtenus par Balazs et al.[101] sur un NIF-NaHA de Masse molaire de 4 x
10° g/mol

En écriture soulignée : Résultats obtenus par Weiss et al.[102] sur un échantillon NIF-NaHA Healon
pharmacia AB, avec une masse milaire comprise entre 2 et 4 x 10° g/mol.

*: NIF-NaHA Non inflammatory sodium hyaluronate

Tableau I- 2 : Comparaison des propriétés du hyaluronane et des préparations de hylane dans des
conditions salines physiologiques (tableau extrait a partir de la référence [35]).

Le gel de hylane se distingue du HA par son incapacité a se disperser dans I’eau. Cette
caractéristique est d’une importance fondamentale. En effet, le HA et le hylane soluble dans
I’eau ont typiquement un temps de s¢jour court quand ils sont implantés dans les tissus [70].
Comme le gel de hylane est insoluble dans 1’eau, sa migration est ralentie considérablement et
en conséquence, le gel a un temps de séjour beaucoup plus long que le HA soluble introduit
dans les tissus.

L’utilisation de NIF-NaHA comme viscosupplément s’est avérée efficace pour certaines
arthrites. Cette technique est maintenant largement utilisée pour traiter I’arthrite traumatique
chez les chevaux de course et ’arthrite aigiie chez ’homme. Cependant, les effets du NIF-
NaHA ne sont pas de longue durée, du fait de son temps de séjour court dans 1’articulation et
de I’amélioration rhéologique limitée qu’elle génere.

c) Applications

Les hylanes ont été spécialement développés pour répondre aux exigences médicales de
viscothérapie décrites précédemment. Le tableau I-3 compare les propriétés rhéologiques du
liquide synovial (LS) chez I’homme « normal » de 18 a 78 ans et chez le patient atteint

d’arthrose au hylane G-F 20 (Synvisc®).
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Module de Module de perte G’ G’=G” (Hz)
conservation G’ (en (en Pa a 2,5 Hz) Point d’intersection
Pa a 2,5 Hz)
LS de 20 ans 117+ 13 45+8,2 0,13+0,2
LS de 27-35 ans 23+£0,7 7,2+0,8 0,21 £0,004
LS de 52-78 ans 19+3 10+1 0,41+0,12
LS arhtrose 8,5+0,5 48+0,3 47+1,9
Synvisc® 111+19 25+£2 0,012 + 0,008

Tableau I- 3 : Propriétés rhéologiques du liquide synovial prélevé chez des humains sains dans
différents groupes d’age et chez des patients atteints d’arthrose [35, 81].

Les modules de conservation et de perte sont réduits lors de I’arthrose. La fréquence
pour laquelle les deux modules sont égaux, augmente pour le LS arthritique, indiquant une
perte d’élasticité du liquide et de son caractére absorbeur de chocs. Le Synvisc” a été congu
pour offrir une viscosité et une €lasticité¢ plus ¢élevées que le LS pathologique de fagon a
compenser son déficit rhéologique.

d) Avantages/inconvénients

En fournissant un environnement physique qui protége ’articulation et améliore sa
mobilité, le hylane facilite la régénération des tissus et la guérison. De plus, grace au long
temps de séjour du gel de hylane dans I’articulation on observe des effets thérapeutiques a
long terme [103]. Par contre, la source animale du HA pourrait étre problématique du fait de
la présence de protéines non éliminées dans les hylanes, et par la présence de traces de
formaldéhyde utilisé¢ pour extraire le HA de la créte de coq. Un autre inconvénient de ce
produit serait le fait que le gel soit chimique.

Ce produit sera notre référence. Notre objectif sera d’atteindre (ou de dépasser) les

propriétés physico-chimique du Synvisc”

. De plus, nous avons 1’avantage de modifier
chimiquement un HA de source bactérienne et non animale et nous développons un gel

physique et non chimique.

V.2.2 HA réticulé développé par la société Fidia advanced
biopolymers S.R.L

La sociét¢ FIDIA S.R.L. fait partic des leaders du marché des biomatériaux
orthopédiques européens a cotés des deux autres sociétés Genzyme Inc et Bioniche Life
sciences Inc [104]. Fidia S.R.L. travaille beaucoup sur le développement de nouveaux

biomatériaux pour la viscothérapie.
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Un brevet a été déposé en 1997 sur le développement de HA réticulé mélangé au HA
linéaire pour la thérapie de I’arthrose [105, 106]. Dans cette formulation, le HA réticulé
(ACP™ : Auto Crosslinked HA Polysaccharide) est obtenu par la formation de liaisons ester

intra et inter-chaines (Figure 1-12).
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Figure I- 12 : structure chimique de ’unité disaccharidique de deux chaines réticulées par la
formation de liaisons esters.

Le HA initial utilisé a une masse molaire moyenne Mw ~ 500-730 Kg/mol. Il est pur, de
grade pharmaceutique, avec un degré de réticulation (DR) allant de 1 a 30%. L’origine du HA
dans cette invention est de source animale (créte de coq), il est noté NIF-NaHA (non
Inflammatory sodium hyaluronate) comme décrit par Balaz [8].

La figure I-13 montre les propriétés rhéologiques des produits développés par Fidia Inc.
pour la viscosupplémentation. Des mélanges de ACP™ (DR 5%) et de HA linéaire (Mw ~

500-730 Kg/mol) ont été effectués pour obtenir une variété de produits afin de les adapter aux

différents grades d’arthrose.
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Figure I- 13 : Variation des modules élastiques G’ et visqueux G’’ (Pa) pour un échantillon composé
de 100% d’ACP™ 2 10g/L dans du PBS (a), et pour les mélanges d’ACP™ et de HA linéaire a une
concentration de 10g/L en polymeére (b)[105] G’ (ronds vides) et G’ (ronds pleins).

La figure I-14 montre le comportement rhéologique du mélange ACP™/HA : 50/50
avec un degré de réticulation de 20%. Nous pouvons voir que les modules élastiques et

visqueux sont trés proches et qu’ils se croisent & deux fréquences. Ce comportement pourrait
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traduire la présence de particules de microgels dans la solution ou d’une solubilisation

incompléte comme discuté pour d’autres systeémes de polymere [107].
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Figure I- 14 : Comportement rhéologique du mélange ACP™/HA : 50/50, sachant que le degré de
réticulation est de 20%, la concentration en polymére est de 10g/L. dans du PBS [105].

La figure I-15 compare la viscosité d’une solution de HA auto-réticulé avec un degré de

réticulation de 20% a d’autres viscosuppléments commerciaux.
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Figure I- 15 : comparaison de la viscosité complexe des composés ACP développés par Fidia et
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ACP™ est un polymére biocompatible et biodégradable car les ponts de réticulation
sont de la méme nature que dans le HA. Les propriétés viscoélastiques du HA réticulé
s’alignent parfaitement avec les propriétés rhéologiques de certains viscosuppléments présents
sur le marché (Synvisc®) et peuvent varier en faisant varier le degré de réticulation et la
concentration en polymeére. Les applications visées par Fidia S.R.L. pour ces dérivés de HA
sont : D’orthopédie, D’ophtalmologie, la réparation tissulaire et le relargage de

médicaments[108-112].

V.2.3 Hydrogels de HA obtenus par double réticulation

Zhao et al. ont trouvé que si le HA était réticulé a lui-méme ou a un autre polymeére
(synthétique ou naturel), en deux étapes, un degré de réticulation élevé ainsi qu’une meilleure
biostabilité pouvait étre obtenus [113]. Le méme agent réticulant est utilis€¢ pour les deux
étapes de réticulation mais le groupement fonctionnel réactif différe. Les époxydes font partie
des agents de réticulation les plus utilisés pour les biopolymeéres. La réticulation du HA a été
effectuée en utilisant 1’épichlorohydrine (ECH). Les groupements fonctionnels du HA qui
réagissent avec 1’époxyde sont la fonction carboxylique et les groupements hydroxyle. En
milieu acide, 1’époxyde réagit avec le groupement carboxylique pour former une liaison ester,
alors qu’en milieu basique c’est le groupement hydroxyle qui réagit avec I’époxyde via une
liaison éther.

La figure I- 16 montre le processus de réticulation développé par Zhao et al [113]..
Dans cette procédure, une premiere étape de réticulation consiste a former une liaison éther
stable via les groupements hydroxyle. La seconde étape, consiste a former les liaisons ester

par réaction avec les groupements carboxyle.

1¢r gtape 2nde étape
— —
\_/—\ pH > 10 pH<8
HA Formation liaisons éthers N T~

Formation liaisons esters

= |iaisons éthers
liaisons esters

Figure I- 16 : Schéma de la procédure de synthése du HA doublement réticulé [113].
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Lors de la seconde étape de réticulation, il est possible de former les liaisons ester soit

entre les chaines de HA, soit en intégrant d’autres polymeres tel que I’alcool polyvinylique

(PVA) ou I’alginate. Les propriétés rhéologiques du HA initial et du HA doublement réticulé

sont présentées sur la figure I-17.
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Figure I- 17 : Propriétés rhéologiques du HA linéaire non modifié a 15 g/L. (A) et du HA doublement

réticulé (B) a 16g/L.

Nous observons un changement de comportement rhéologique, avec le passage d’une

solution viscoélastique pour le HA non modifié a un comportement de type gel pour le HA

doublement réticulé. Les modules G” et G’” ont des valeurs importantes comparés aux autres

viscosuppléments. Il serait difficile de faire passer une solution aussi visqueuse a travers une

seringue ; son application dans la viscosupplémentation se trouve limitée. Par ailleurs, il serait

envisageable d’utiliser de tels matériaux pour la visco-séparation ou 1’adhésion tissulaire.

Les tests de biocompatibilité de différents biomatériaux produits par cette méthode sont

en cours d’investigation.

V.2.4 Hydrogels développés par la société Cornéal (France)

Les laboratoires CORNEAL® (Paris, France), dans le cadre du développement de son

activité en chirurgie oculaire, ont concu et mis sur le marché depuis 1995 trois solutions

viscoélastiques a base de HA (Tableau 1-4).

Origine

Masse molaire

Viscosité dynamique

Crétes de coq

5x 10° g/mol

500 Pa.s 2 0,1s!

Crétes de coq

5 x 10° g/mol

180 Pa.sa 0,1s™"

Nom Concentration
VISCORNEAL"Plus 14 g/L
VISCORNEAL 1¢g/L
BIOCORNEAL 1,35 g/L

Fermentation

2,5 x 10° g/mol

120 Pa.sa 0,1s"

Tableau I- 4 : Solutions viscoélastiques a base de HA développées par CORNEAL® pour la chirurgie
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Ces trois solutions se différencient les unes des autres soit par ’origine du HA (et donc
par la masse molaire apparente) soit par leurs concentrations en solution.

Un procédé de réticulation du HA a été mis au point pour le développement de deux
implants utilisés comme adjuvant dans le traitement chirurgical non perforant du glaucome
chronique a angle ouvert, SKGel®3,5 et SKGel®4,5. Ces implants, en HA réticulé, visent a
empécher une colonisation trop rapide de I’espace chirurgicalement créé par un tissu
cicatriciel afin de maintenir et améliorer I’écoulement de I’humeur vitreuse.

En rhumatologie et en orthopédie, les laboratoires CORNEAL® ont développé
VISCORNEAL®ORTHO, une solution de HA, faiblement réticulé, issu de créte de coq ayant
une masse molaire moyenne de 6 x 10° g/mol.

En dermatologie, les laboratoires CORNEAL® en collaboration avec LEADERM® ont
créé une gamme compleéte de produits de comblement pour les rides: les produits
JUVEDERM" 18, 24 et 30 sont adaptés a tous types de rides et ridules dont la différence
réside dans la concentration et le taux de réticulation. Ces produits sont obtenus a partir de
HA issus de fermentation bactérienne et réticulé chimiquement en utilisant le BDDE (1,4
butanediol diglycidyl éther) comme agent réticulant. Ce dernier permet d’obtenir une réaction
similaire a celle utilisée par Zhao et al. [113] avec ’epichlorohydrine (ECH). L hydrogel
JUVEDERM" correspond 4 un réseau tridimensionnel formé par des liaisons éther. La

concentration des solutions varie entre 22 et 26 g/L.

V.3 Principaux hydrogels physiques pour la viscothérapie

V.3.1 Dérivés associatifs du HA reposant sur des interactions
hote/ invité
Un nouveau dérivé associatif a base d’acide hyaluronique a été développé par Soltés en
collaboration avec la société Fidia S.R.L. [114, 115]. Ce dérivé repose sur 1’association de
deux dérivés du hyaluronane de masses molaires (Mw) différentes, I’'un correspond a un HA
porteur de B-cyclodextrines (HA- BCD, Mw ~ 200K g/mol) et I’autre a un N-acylurée (HA-
EDC, Mw ~ 100K g/mol) (Figure I-18).
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Figure I- 18 : Structure chimique du N-acylurée (R1 =Et, R = Me;N-(CH,);) A et de la -
cyclodextrine B, ainsi que le complexe d’inclusion HA-EDC et HA- BCD.

Ce nouveau dérivé a été proposé pour répondre a un probléme technique rencontré lors
de la viscosupplémentation, qui est la forte viscosité des produits pour 1’injection a travers les
seringues. Soltés et al. [114] ont montré qu’il est possible de contourner ce probléme
technique en utilisant des systémes associatifs de HA incluant des principes actifs. En
injectant un tel « cocktail », les molécules de principes actifs incluses dans le systéme
associatif bloque le processus d’association. Ainsi, aprés injection, la complexation aura lieu
in situ apres que le principe actif se soit dispersé dans 1’articulation.

L’inconvénient de ces travaux est le couplage du HA porteur de cavités de -
cyclodextrines. Ce dernier repose sur la réaction de Mitsunobu réalisée dans des conditions
hétérogenes. De plus, cette réaction ne permet pas de connaitre avec précision le nombre
exact et la position des molécules de CD greffées sur le polymere.

Des travaux similaires ont été effectués au sein de notre laboratoire, le couplage HA-
BCD est dans ce cas contrdlé, sélectif et effectué dans I’eau [116-118] . Dans cette étude deux
assemblages supramoléculaires de structures différentes ont été envisagés, un assemblage
stabilisé par des complexes d’inclusion B-cyclodextrine et adamantane (AD) simple d’une
part (monomere), et par des paires de complexes -CD/AD d’autre part (dimére) (Figure I-
19).
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Groupement adamantane cavite de p-cyclodextrine

( A) , hydrophobe (B)

L

Chaine polysaccharidique de hyaluronane

HA(AD)/HA(CD) HA(AD)2/HA(CD),
Réseau stabilisé par des Réseau stabilisé par des
complexes B-CD/AD paires de complexes
simples p-CD/AD

Figure I- 19 : Représentation schématique du réseau tridimensionnel (A) HA(AD)/HA(CD) et du
systéme (B) HA(AD),/ HA(CD), [118].

L’étude de la complexation des dimeres de CD et AD par titration calorimétrique (ITC)
a permis de mettre en évidence une large augmentation de la constante d’association par
rapport a la complexation des monoméres. La valeur de 1’enthalpie de complexation deux fois
plus élevée avec les dimeres suggere un processus de complexation divalent, en accord avec
les données de la littérature. Néanmoins, une diminution des propriétés d’inclusion de ces
diméres greffés sur le polysaccharide a été observée. Elle est liée a la restriction de mobilité
due a la chaine polymére, aux répulsions ¢€lectrostatiques dans le cas du HA-CD et du HA-
CD, complexant les dérivés chargés d’adamantane, et a la formation d’interactions
hydrophobes AD/AD dans le cas du HA-AD..

L’ étude des propriétés viscoélastiques de ces assemblages par rhéologie dynamique a
permis de mettre en évidence la formation de réseaux tridimensionnels temporaires. Les deux
mélanges ont des comportements viscoélastiques différents, liés a la nature de la jonction
interchaine. Cependant, les différences apparaissent moins marquées qu’escomptées, ce qui a
été expliquées par un phénoméne d’encombrement stérique génant la formation des

complexes divalents (figure 1-20).
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Figure I- 20 : Variation des modules élastiques et visqueux en fonction de la fréquence pour les
mélanges HA(AD),/ HA(CD), et HA(AD)/HA(CD) a 10g/L dans NaCl 0,025M a 25°C [118].

V.3.2 Dérivés amphiphiles du HA

Des dérivés amphiphiles de I’acide hyaluronique présentant des propriétés rhéologiques
adéquates peuvent €tre implantés dans les 1ésions arthrosiques du cartilage articulaire, par
simple injection et conduire a la production d’un néocartilage aux propriétés satisfaisantes.
Ces dérivés sont obtenus par immobilisation covalente de longues chaines aliphatiques
(dodécyle C12 et octadécyle C18) sur le squelette du polysaccharide. Le greffage des longues
chaines alkyle (C12 et C18) a faible taux sur la chaine polysaccharidique a été réalisé par
I’intermédiaire de liaisons esters entre les fonctions carboxylate du HA et les chaines alkyle
en milieu organique [119]. La biocompatibilité et la biofonctionnalité de ces hydrogels ont été
controlées a la fois in vitro sur des cultures de chondrocytes (cytotoxicité, prolifération
cellulaire) et in vivo par des implantations dans des genoux de rats et par analyse du
néocartilage [120-122].

Les dérivés ainsi obtenus présentent la caractéristique de donner naissance, en milieu
aqueux, a des hydrogels physiques dont les propriétés rhéologiques dépendent classiquement
d’une part de la longueur et du taux de greffage des chaines alkyle et d’autre part de la
concentration en polymere [122].

La formation de ces gels tient au fait qu’en milieu aqueux, les polymeéres s’organisent
en réseaux tridimensionnels dans lesquels les groupements alkyle s’associent par interactions
hydrophobes, ce qui contribue a la mise en place de micro-domaines hydrophobes pontant les

chaines polysaccharidique entre elles (Figure 1-21).
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Interactions
hydrophobes
réversibles

Figure I- 21 : Représentation schématique des interactions hydrophobes qui pontent les chaines
polysaccharidiques.

Les hydrogels formés ont un module élastique de 1’ordre de 7 Pa a 1Hz, ils peuvent étre
fluidifiés sous I’effet d’un cisaillement et retrouvent leur viscosité initiale quelques minutes

aprés D’arrét du cisaillement. Ils sont donc faciles a mettre en place dans la 1ésion, avec un

temps de reprise de viscosité raisonnable (Figure [-22).

B i = 3 10'
i 3 |
(a) ] - Wm » M (b)
® ; .
1 o 8 8 o | [ o 0 1
WS o ¢ m B o oo g i e ® ]
r o] L ] | ] ! R d“; Q ®
i o} ¢ 8 £ . ] = 10°L o) ¥ =
L ', G g &} r o ® ]
10°L B = = " G6gL| ED’ o ® ® GHA-C -1, Tg/L ]
: S o G 3 i B e
- e G'8gly ] W GHA-C -2 4g/L
o G 1 ™ 5 &
10" llll]i I i 11|||||0 ) CTER SRR s o o ’ 10" i i O M e | L L T SO VU i 008 90
10° 10 10 -1 0 10"
w rad/s 1% ® racl.f:;10

Figure I- 22 : Propriétés rhéologiques du dérivé HA porteur de chaines en C12 avec un degré de
substitution (DS) de 5% a 6 et 8g/L (a) et du HA porteur de chaines en C18 avec deux DS de 1 et 2%
a 7 et 4g/L respectivement, dans du NaCl 0,15M a 37°C [122] .

Les hydrogels purement associatifs sont réversibles et leur contact prolongé avec des
fluides biologiques entraine une dégradation progressive du biomatériau. Cette propriété ne
s’est pas révélée génante lors de 1’utilisation des hydrogels sur des genoux de rats, dans la
mesure ou le contact avec les fluides est relativement restreint. Ceci ne serait pas le cas lors
d’une utilisation chez I’homme ou 1’on pourrait craindre que I’hydrogel soumis a des flux de
liquide biologique plus important que chez le rat, ne reste pas en place suffisamment

longtemps pour assurer une bonne réparation.
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Pour surmonter cette difficulté, Dellacherie et al. ont entrepris de nouveaux travaux
visant a introduire un petit nombre de ponts covalents irréversibles entre les chaines
polymeres par I'utilisation d’un agent réticulant. Le but était d’obtenir une structure de gel
injectable associant des propriétés de rhéofluidification suffisantes et un temps de reprise de
viscosité appropri€, pour la mise en place dans la Iésion et une meilleure stabilité¢ au contact

des fluides biologiques [121].

V.3.3 Hyaluronane hydrophobiquement modifié.

De nouveaux systémes associatifs a base d’acide hyaluronique hydrophobiquement
modifiés ont pu étre obtenus [96]. La synthése de ces dérivés est effectuée de facon contrdlée
en milieu aqueux. La premicre étape consiste en la préparation d’un dérivé du HA
sélectivement modifi¢ avec I’acide adipique dihydrazide (HA-ADH) avec un degré de
substitution de 8%. Par la suite, les chaines alkyle de différentes longueurs (C8, C10, C12)
sont greffées sur le polymeére par amination réductrice avec un degré de substitution de 5%.
Ces polymeéres sont solubles dans 1’eau et présentent des propriétés associatives remarquables
en présence de sel. La formation des domaines hydrophobes est montrée par fluorescence en
présence d’une sonde polyaromatique apolaire (pyreéne). Il a été montré dans cette étude que
la viscosité des solutions de HA greffé avec des chaines en C10 et C12 dans du NaCl 0,1M est
non-newtonienne (significatif d’association inter-moléculaire) (figure 1-23 a et b). Un
comportement de type gel est observé par mesure des modules rhéologiques G’ et G’” en

fonction de la fréquence (figure 1-24)
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Figure I- 23 : Comportement en écoulement du (a) dérivé HA porteur de 4% de chaines alkyle en
C12 a différentes concentrations, et du (b) dérivé HA porteur de 5% de chaines alkyle en C10 a
différentes concentration.
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Figure I- 24 : comparaison des modules élastiques G’ et visqueux G’ en fonction de la fréquence
pour des solutions de HA greffés par 5% de chaines alkyle de longueurs C10 et des solutions de HA
greffé par 4% de chaines alkyle de longueurs C12 (7g/L dans NaCl 0,1M a 25°C).

Les modules élastiques des produits ainsi obtenus sont de 1’ordre de 10 Pa pour une
fréquence de 1Hz avec un dérivé alkyle porteur de chaines avec 12 atomes de carbone et un
degré de substitution de 4%. Ces résultats sont tres intéressants et pourraient étre utilisés en

viscosupplémentation.

Conclusion

Afin de mieux situer le contexte de I’étude, nous avons présenté dans ce chapitre, I’acide
hyaluronique, son origine, ses propriétés biologiques, physico-chimiques, rhéologiques et les
différents domaines d’applications du hyaluronane et de ses dérivés. Nous nous sommes
focalisés sur la viscosupplémentation qui est I’application essentiellement visée par nos
travaux. Nous avons présenté différents hydrogels chimiques et physiques qui nous paraissent
les plus pertinents pour la viscothérapie.

Comme décris précédemment, des travaux ont été ¢laborés au sein de notre laboratoire
pour le développement de nouveaux systémes associatifs a base d’acide hyaluronique
hydrophobiquement modifié. Les premiers résultats obtenus ont été trés encourageant et nous
avons ainsi pu obtenir une collaboration avec 1’entreprise Agro-industrie Recherche et
Développements (A.R.D, Pomacle, FRANCE) pour I’optimisation de la synthése et le
développement d’une gamme de produits pour la viscosupplémentation.

C’est dans ce cadre que s’inscrivent les travaux de thése que nous présentons dans la suite

du manuscrit.
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Introduction

Au cours de ce travail, nous nous sommes proposés de développer de nouveaux
hydrogels a base d’acide hyaluronique selon une voie de synthése transposable a 1’échelle
industrielle. En effet, comme nous 1’avons introduit au début du manuscrit, le principal
objectif de ce travail est le développement de nouveaux dérivés chimiquement modifiés de
I’acide hyaluronique produit par fermentation bactérienne, pour la préparation de solutions
visqueuses ou d’hydrogels valorisables en viscosupplémentation.

Notre stratégie a consisté a introduire des chaines alkyle sur 1’acide hyaluronique
conduisant a la formation de domaines hydrophobes (Schéma II-1), jouant le role de pontages

interchaines (réticulation physique).

CH3 COONa
B Bras espaceur

mmm Chaines alkyles hydrophobes

- \(\

"****+.. Interactions hydrophobes

Schéma II- 1 : Formation du réseau physique tridimensionnel dii aux interactions hydrophobes entre
les chaines alkyle greffées sur le polymeére.

Les réseaux tridimensionnels ainsi obtenus ont un effet viscosifiant sur les solutions. Un
comportement « associatif » remarquable avait ét¢ mis en évidence lors de travaux

préliminaires au laboratoire [1, 2].

La stratégie de synthése de ces dérivés repose sur l’introduction dans une premiére
¢tape de groupements hydrazide réactifs sur le HA, suivie dans une seconde étape, d’une
réaction de couplage entre le « bras espaceur » hydrazide et des chaines aldéhydiques en

présence d’un agent réducteur (schéma II-2).

57



Synthése et caractérisation des dérivés alkylés du HA

Acide Hyaluronique (1 éq) ADH (10 ¢q) o

H
= * N NH
H R=0ONa" , UNT \’(\/\)‘\N/ 2
N NH H
O,N:j HZN/ \’(\/\)‘\N/ 2 o
H
on L)
o R
0o Carbodiimide (0,15 éq) OH
O Ho /O (o]
HO o H,O/pH=4,75 / TA (o] o o
o HOG
oH NH Sh sous agitation HO
n
® ° b v,
CHs o
HA-ADH (DS 8%) CH3
o
Rendement ~ 90 %
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(0,066 ¢éq) H NaCNBHj (2 éq)
X - .o
24h sous agitation (3)
HA-Alkyle (DS 5%) p}? iOS/Elt?HT A
R
@ on
o
0]
Rendement ~ 85 % o o
HOgG
HO
OH NH
n
O
CHj3
H H
R'=R ou (0] N N
HsCH\/ ~y NNH
x-2 H 4
(0] (0]

Schéma II- 2 : Stratégie de synthése de dérivés alkylés du HA mise au point lors de travaux
antérieurs au laboratoire [1].

Le dérivé intermédiaire du HA modifié par des groupements hydrazide (HA-ADH (3))
est obtenu par une réaction de couplage de type peptidique en présence d’un carbodiimide
hydrosoluble (1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-carbodiimide (EDC)) et d’un large exces
d’acide adipique dihydrazide (10 éq d’ADH (2)). Dans ces conditions, I’excés d’ADH permet
d’éviter toute réticulation chimique entre les chaines de HA et le réarrangement de ’EDC en
N-acylurée. L’EDC utilisé est le réactif limitant de la réaction de greffage du bras

dihydrazide ; Il permet donc de contrdler le degré de substitution.

La réaction d’alkylation est effectuée de maniere efficace en milieu aqueux homogene,

permettant une répartition aléatoire des chaines hydrophobes le long de la chaine polymére.
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Comme mentionné précédemment, 1’'un des objectifs de cette thése est d’aboutir a de
nouveaux dérivés d’acide hyaluronique susceptibles d’étre utilisés comme viscosuppléments.
Une grande partie du travail a donc été consacrée a I’optimisation des conditions de synthese
des dérivés HA-alkylés (4). Nous avons, en particulier, cherché a améliorer le procédé de
synthése du dérivé HA-ADH. Notre étude a visé plus particuliérement a diminuer la quantité
d’ADH utilisée de facon a limiter le colit de la synthése et faciliter 1’étape de purification
(¢limination de I’ADH en exces). Cette dernicre a di étre révisée, car des problemes de
reproductibilité¢ de syntheése du dérivé HA-ADH étaient apparus a partir de lots de HA dont la
masse molaire initiale était plus élevée. L’aptitude des hydrazides a former des liaisons
hydrogéne peut créer des interactions secondaires fortes, conduisant a la formation d’agrégats

qui modifient les propriétés physico-chimiques en solution du HA modifié.

D’autre part, nous nous sommes intéressés a 1’effet de la nature, de la longueur des
chaines alkyle et de leur taux de greffage sur les propriétés en solution du HA. Une étude
préliminaire avait montré que les dérivés de HA possédant des chaines alkyle en C10
(contenant 10 atomes de carbone), avec un degré de substitution (DS) de 5%, étaient les
« meilleurs » en termes de propriétés viscoélastiques et aspect des solutions (transparence).
Néanmoins, qu’en est-il lorsque le taux de greffage en chaine alkyle augmente ? Quel est
I’effet de la masse molaire du HA initial ? Dans quelles mesures le bras espaceur dihydrazide
influence-t-il les propriétés des dérivés alkylés ? Pour pouvoir répondre a ces différentes
questions indispensables pour le développement de produits performants, différentes séries de

dérivés alkylés du HA ont été synthétisées.

La premicre partie de ce chapitre, décrit la mise au point des conditions de synthése du
dérivé HA-ADH de DS 8% et sa modification par des chaines hydrophobes variées.

La seconde partie porte sur 1’étude des propriétés rhéologiques des dérivés alkylés
synthétisés. Nous nous sommes en particulier intéressés a 1’effet de la masse molaire du HA
initial sur le caractere associatif du polymere modifi¢. Pour cela, deux types de HA ont été
testés : un HA de masse molaire moyenne en masse Mw de 600 000 g/mol fourni par la
société A.R.D (celui-ci servira de lot de référence pour les essais pilotes), et un HA de Mw
plus faible (200 000 g/mol), provenant de la sociét¢ MEDIPOLE Distribution.

Une troisiéme partie sera consacrée a |’é¢tude de l’influence des bras espaceur

dihydrazide sur le réseau physique final.
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La quatriéme partie concerne la transposition de la synthese a 1’échelle industrielle, avec
une ¢étude des propriétés rhéologiques et de la cytotoxicité¢ du lot industriel. La stabilité
thermique et enzymatique sera également discutée dans cette partie.

Enfin, il semble nécessaire de comparer le panel des produits synthétisés au cours de ce
travail avec les produits disponibles commercialement. Ceci fera I’objet de la dernicre partie

de ce chapitre.

| Stratégie de synthése des dérivés alkylés du

hyaluronane

I.1 Approche chimique envisagée

Comme discuté dans la partie bibliographique, ’acide hyaluronique (1) présente
plusieurs groupements fonctionnels susceptibles d’étre modifiés chimiquement de fagon
sélective : les fonctions alcool primaire, acétamide et carboxylate (figure II-1). Néanmoins,

les modifications chimiques sont trés limitées en raison de la faible réactivit¢ de ces

groupements.
groupement hygiroxyle
carboxylate primaire
\ ONa N
OH
o]
e
A Ho ©
HO 0 B
L OH NH
- n
0
groupement /
acétamide CHs
1)

Figure II- 1. Principaux sites pour la modification chimique sélective du hyaluronate de sodium (1)

La fonction amine en position C2 de I’acide D-glucuronique résultant de la N-
désacétylation de la fonction acétamide, pourrait étre une cible intéressante pour une
modification, mais les conditions expérimentales drastiques requises pour la N-désacétylation
menent a une dégradation trés importante de la chaine polymere [3, 4].

Il est bien connu que les réactions de couplage entre des groupements carboxylate et
des amines, en milieu aqueux, en présence de 1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-

carbodiimide (EDC) [5] comme agent de couplage hydrosoluble, conduisent a la formation
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d’amides. Cependant, certaines études ont montré que le couplage entre des amines primaires
et le groupement carboxylate du HA donne un produit majoritaire résultant du couplage
covalent entre le HA et ’EDC [6-10]. Afin de pallier ce probléme de réactivité, il a été montré
que le HA peut réagir efficacement avec les groupements hydrazide en présence d’un exces
d’hydrazide et d’un léger exces d’EDC a pH 4,75 [11, 12]. Etant donné leurs faibles valeurs
de pK, (entre 2 et 4), les hydrazides ont un caractére plus nucléophile que les amines a pH =
4,75, ce qui permet une attaque plus efficace de I’hydrazide. Il en résulte un dérivé HA
porteur de groupements hydrazide HA-ADH réactifs le long de la chaine polymeére.

Comme développé ci-dessus, cette approche nous a permis d’accéder a de nouveaux
dérivés amphiphiles d’acide hyaluronique présentant des propriétés associatives remarquables
en milieu aqueux et supéricures a celles décrites par Dellacherie et al. [13, 14]. Les
différences sont vraisemblablement liées au procédé de synthése utilisé par ces auteurs, qui
repose sur une réaction d’estérification du HA en milieu organique. Ces conditions non
homogéenes ne sont pas favorables a une répartition homogene des substituants le long de la
chaine polymére, rendant moins favorable la formation d’un réseau 3D en milieu aqueux.

L’acces aux composés amphiphiles développés dans ce travail repose donc sur une
étape cruciale, qui consiste a fonctionnaliser le HA par des bras hydrazide comme discuté

précédemment, nous avons donc cherché a optimiser cette synthése.

.2 Optimisation de la synthese du dérivé HA-ADH

Lors des travaux antérieurs portant sur la syntheése de HA alkylés [1], le DS final visé
étant inférieur a 10% pour maintenir une bonne solubilité en milieu aqueux, un dérivé de HA-
ADH de DS 8% avait été préparé. 10 équivalents molaires d’ADH par rapport au HA avaient

été utilisés pour la réaction de couplage (Schéma II-2 et Tableau II-1).

HA ADH EDC DS
1 éq. 10 &q. 0,15 éq. 8 %

Tableau II- 1 : Rappel des conditions de synthése du dérivé HA-ADH lors de travaux antérieurs
effectués au laboratoire.

L’EDC est le réactif limitant de la réaction de greffage du bras dihydrazide sur la
chaine polymeére; pour un DS de 8%, nous utilisons 0,15 équivalent molaire d’EDC par

rapport au HA initial.
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Comme nous 1’avons décrit précédemment, notre objectif est de transposer la synthése
a I’échelle industrielle. Pourquoi utiliser un excés d’ADH si important (10€q pour un DS de
0,08) s’il faut le purifier par la suite pour en éliminer I’exces non greffé ?

De plus, nous avons remarqué que la fagon d’isoler et de purifier le HA-ADH était un
parameétre non négligeable contrdlant les propriétés finales du produit en solution. Nous avons
donc comparé deux méthodes de purification possible pour ce dérivé :

e Une ultrafiltration suivie d’une lyophilisation

e Une précipitation a I’éthanol suivie du séchage de la poudre obtenue.

Lors de nos travaux, nous avons utilisé en premier lieu, un HA possédant une masse
molaire moyenne en masse Mw de 600000 g/mol fourni par A.R.D et obtenu par
fermentation bactérienne. Ce HA correspond au polymeére de référence que nous avons utilisé

pour les essais pilotes.

Les différentes synthéses dans lesquelles nous avons fait varier la quantité d’ADH
ajoutée, sont récapitulées dans le tableau II-2. Les produits ont été purifiés soit par

ultrafiltration (notés a), soit par précipitation (notés b) :

Références ¢q. ’EDC /HA | éq. ’ADH / HA | DS (%) | Rendement (%)
HA-ADH 10¢q (a) 0,15 10 8 93
HA-ADH 5¢éq (a) 0,15 5 8 90
HA-ADH 2¢éq (a) 0,15 2 8 91
HA-ADH 1¢q (a) 0,15 1 8 95
HA-ADH 0,1¢q (a) 0,15 0,1 8 89
HA-ADH 10¢q (b) 0,15 10 8 85
HA-ADH 5¢q (b) 0,15 5 8 65
HA-ADH 2¢q (b) 0,15 2 8 84
HA-ADH 1¢éq (b) 0,15 1 8 82

Tableau II- 2 : récapitulatif des différentes synthéses effectuées lors de ce travail.

Les structures des dérivés HA-ADH ont été confirmées par RMN'H. Le spectre RMN'H
du HA-ADH 10¢q (b), enregistré a 80°C est présenté sur la figure II-2.
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Figure II- 2. Spectre RMN 'H (400 MHz, 80°C, D,0, 6 mg/mL) du dérivé HA-ADH (8)

La valeur du DS a été déterminée par intégration des signaux des protons
méthyléniques (b) et (c) du groupement hydrazide avec comme référence interne les protons

anomeres du hyaluronane :

DS = (Ilj x (%j =0,08  soit(8+1)% éq II- 1.

1

Les valeurs des intégrales des signaux des protons a et d sont similaires, ce qui suggere qu’il

n’y a pas de réticulation chimique entre les chaines macromoléculaires.

1.2.1 Caractérisation des propriétés en solution des différents lots
de HA-ADH.

[.2.1.1 Viscosimétrie capillaire en régime dilué.
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Dans un premier temps, les produits obtenus par précipitation et lyophilisation ont
¢té caractérisés par viscosimétrie capillaire en régime dilué pour des concentrations C < C*.
Le C* correspond a la concentration critique de recouvrement des chaines du HA initial.
Dans ce domaine de concentration, les chaines sont isolées et indépendantes les unes des
autres.

La valeur du C* a été évaluée a partir de la viscosité intrinséque [n] déterminée par
viscosimétrie capillaire en considérant [15] :

C*m]=1 éq II-2

La viscosité intrinséque du HA initial obtenue était de 1085 mL/g, ce qui équivaut a
C* = 0,92 g/L. Nous avons donc effectués les mesures a partir de solutions initiales a la
concentration C, = 0,5 g/L.
La viscosimétrie capillaire permet d’aboutir en utilisant la relation de Huggins (éq 1I-2) a la
viscosité intrinséque [n] des dérivés qui refléte le volume hydrodynamique spécifique des

chaines de HA.

Mg =[]+ K'Cln] éq 11-3

Nrea €St la viscosité réduite, C représente la concentration du polymére et k’ la constante de
Huggins. La constante k’ donne une indication sur les interactions entre le polymeére et le
solvant. Pour des valeurs de k’ comprises entre 0,3 et 0,8, on considére que le polymeére est

dans un bon solvant [16].

La figure II-3 montre 1’évolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration
pour les différents lots de HA-ADH dans une solution tampon phosphate (PBS , [NaCl] =
0,134M) a pH 7,4. Nous avons choisi ce solvant car il est couramment utilis¢é pour la
préparation des solutions de HA utilisées en viscosupplémentation. Il convient de préciser que

ce solvant sera essentiellement utilisé dans ce chapitre.
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Figure II- 3 : Comparaison de la méthode de purification : (a) : ultrafiltration et lyophilisation et

(b) : précipitation et séchage

D’apres la figure 11-3, nous pouvons distinguer deux familles de produits : ceux obtenus par

précipitation et séchage, et ceux purifiés par ultrafiltration et lyophilisation. Les premiers

conduisent a des valeurs de viscosités plus faibles.

Il parait donc évident que la facon d’isoler le polymeére joue un role primordial. La

précipitation du dérivé HA-ADH semble réduire la solubilité et favoriser la formation

d’agrégats compacts qui pourrait étre liée a 1’établissement de liaisons hydrogene inter- et/ou

intrachaines entre les fonctions amine de I’ADH.

Nous nous sommes donc focalisés sur le comportement des produits ultrafiltrés et

lyophilisés. Nous avons présenté sur la figure I1-4, la variation de la viscosité en fonction de

la concentration pour les différents dérivés HA-ADH lyophilisés (Tableau II-2).
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Figure I1I- 4 : Variation de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour des solutions de

HA-ADH avec différents équivalents dans PBS a 25°C.

Le tableau II-3 reporte les valeurs des constantes de Huggins k’ et les viscosités

intrinseéques calculées a partir de 1’¢q 11-3.

C*g/L| kK |[n] mL/g
HA initial 0,92 |0,36 1085
HA-ADHO0,1éq | 1,55 ]0,49 642
HA-ADH 1éq | 0,91 | 0,64 1099
HA-ADH 2¢q 1,03 10,74 970
HA-ADH 5¢q 1,05 0,64 953
HA-ADH 10¢éq | 1,25 |0,77 799

Tableau II- 3. Concentration critique de recouvrement et constante de Huggins calculées pour

différents lots de HA-ADH lyophilisés et pour le HA initial.

On observe a partir de ce tableau que le bras hydrazide ne modifie pas de fagon

significative le comportement en milieu aqueux du HA-ADH synthétis¢ avec 1éq

d’ADH/HA. En effet, le HA initial et le HA-ADH 1é&q ont des viscosités intrinseéques quasi-

identiques et des valeurs de constante de Huggins correctes qui indiquent que le polymere est

considéré comme dans un bon solvant.
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En revanche, I’utilisation de 0,1éq d’ADH conduit a un dérivé HA-ADH qui posséde une
viscosité intrinséque presque 2 fois plus faible que celle du HA initial, suggérant un
phénoméne d’agrégation ou la présence de réticulations chimiques.

Rinaudo et al. ont montré que pour des HA en solution de masse molaire (M) 4 x 10° <
M < 1,5 x 10° g/mol, on obtient la masse molaire moyenne viscosimétrique Mv (si les
viscosités sont déterminées au plateau newtonien) en considérant K= 0,0336 et a = 0,79 dans
la relation de Mark-Houwink, qui relie la masse molaire et la viscosité intrinseque [17-19] (éq

11-4).

[7]=KxM? éq11- 4
My (g/mol) | [n] (mL/g)

HA initial 510 164 1085
HA-ADH 0,1¢éq | 262 564 642
HA-ADH 1éq 518 510 1099
HA-ADH 2¢q 442 708 970
HA-ADH 5¢&q 432 909 953
HA-ADH 10éq | 346 340 799

Tableau II- 4. Masses moyennes viscosimétriques calculées a partir des valeurs de viscosité
intrinseéque, en utlisant la loi de Mark-Houwink, dans du PBS a 25°C

Les valeurs des masses molaires moyennes viscosimétriques ainsi calculées (Tableau 11-4),
montrent que la réaction de greffage des bras dihydrazide n’est pas dégradante vis-a-vis de la
chaine polymere, ce qui est important pour pouvoir contrdler 1I’effet de la masse molaire sur

le phénomene d’association.

Conclusion : Les études effectuées en régime dilué¢ avec un viscosimetre capillaire, ont
montré que le choix de la méthode de purification joue un réle trés important sur les
propriétés en solution du dérivé HA-ADH final. Pour obtenir un dérivé HA-ADH dont les
propriétés en solution se rapprochent le plus de celle du HA initial, et pour que la synthése
soit reproductible, il s’aveére nécessaire de purifier le dérivé HA-ADH par ultrafiltration.
Nous verrons par la suite que le dérivé HA-ADH peut étre isolé par lyophilisation ou conservé

en solution pour enchainer directement la deuxieme étape de greffage de 1’aldéhyde.

Cette méthode d’analyse nous a aussi permis de montrer que ’utilisation d’1éq d’ADH par

rapport a une unité dissacharidique du HA est suffisante pour synthétiser le dérivé HA-

67



Synthése et caractérisation des dérivés alkylés du HA

ADH de DS 8%. Nous sommes donc passés de 80 fois la quantité en exces a 10 fois (10éq a

1éq pour un DS de 8%).

1.2.1.2 Viscosimetre LowShear30 en régime semi-dilué.

Etant donné que la dépendance de la viscosité avec la concentration varie selon le
régime dans lequel on se trouve, nous avons cherché a définir les principales caractéristiques
du comportement rhéologique du polysaccharide précurseur: le hyaluronane dans une
solution tampon PBS a 25°C pour des concentrations variant de 0,25 a 10 g/L.

La figure II-5 représente la variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement

pour le HA initial de masse molaire moyenne : Mw 600 000 g/mol.

1000
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00,5g/L
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100 + o1g/L
" S g EEEEE SRS NS g S S S g SsEEE QRS -1,5g/L
R R ’
— X M I T I T T U OO -1
pe XX x % x 0 2,50/L
s XXX XXXXXXXXXXXXXXXNXXXXX
£ X 3g/L
° i X 4g/L
g 10 XXXXX ¥ FFEEIFFASFAEF R
9 N T T T T T A
725 = 7g/L
> 0O 0oO0DDODODODODODODOODOOROGODOO 4 10g/L
A A DA ADNDAADNADLADALADDAA
=] Dooo0Oooao
14 nggggggggggoooooooo
0,1 T T T T
0,01 0,1 1 10 100 1000
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Figure II- 5. Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement du HA initial (Mw
600 000 g/mol) dans une solution de PBS a 25°C.

Cette figure montre que le comportement du HA dans le PBS est newtonien sur les gammes
de gradients de cisaillement et de concentrations explorées. Cela signifie que la viscosité des
solutions polymeres, a une concentration donnée, ne varie pas avec la vitesse de cisaillement
imposée. Le comportement newtonien observé montre que pour ces concentrations, les
enchevétrements sont peu nombreux et de ce fait, ne gouvernent pas la dynamique des
chaines.

A partir de la figure II-5, nous avons relevé les valeurs de la viscosité au plateau newtonien

pour pouvoir tracer, sur la figure II-6, I’évolution de la viscosité newtonienne en fonction de
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la concentration en polymeére, pour les différents dérivés HA-ADH synthétisés (obtenus par

ultrafiltration et lyophilisation).
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Figure II- 6. Variation de la viscosité newtonienne en fonction de la concentration en polymere pour
les différents lots synthétisés.

Nous pouvons remarquer d’apreés la figure I1-6, que tous les produits greffés ont un
comportement différent du HA initial quelle que soit la quantit¢ d’ADH en excés. Toutefois,
le HA-ADH 0,1¢éq a une viscosité beaucoup plus faible que les autres dérivés, ce qui définit la
limite inférieure de la quantité d’ADH en exces a utiliser lors de la réaction de greffage. Il est
difficile de faire un choix entre les autres dérivés, qui en régime semi-dilu¢, n’ont pas un
comportement tres différent comparé au HA non modifié.

Conclusion : Nous avons montré dans cette partie, que 1’utilisation de 10éq d’ADH pour le
greffage des groupements hydrazide sur le HA n’était pas nécessaire. Il suffit d’utiliser 1éq
d’ADH, par rapport & une unité disaccharidique de HA, pour obtenir un DS de 8%, sans
perturbation du comportement du polymere modifié en solution.

Pour la suite des syntheéses pour lesquelles nous avons visé des DS de 5 et 10%, nous
utiliserons 1¢q d’ADH et I’ultrafiltration sera la méthode de purification de 1’intermédiaire

HA fonctionnalisé avec les bras hydrazide.
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1.3 Alkylation de I’acide hyaluronique.

1.3.1 Mise au point des conditions réactionnelles.

L’alkylation du HA-ADH consiste a faire réagir ce dernier avec la chaine alkyle

aldéhydique, en présence d’un agent réducteur. Celui-ci permet d’améliorer de manicre

significative le rendement de la réaction en stabilisant la liaison hydrazone formée.

Néanmoins, 1’agent réducteur (NaCNBH3) utilisé lors des précédentes syntheses des dérivés

HA-alkylés [1] a été remplacé par la picoline borane (PicBH3) qui présente 1’avantage d’étre

beaucoup moins toxique [20].
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Schéma II- 3 : Réaction d’alkylation du dérivé HA-ADH

Cette réaction a 1’avantage de se faire dans des conditions homogénes et douces, qui

ne conduisent pas a la dégradation de la chaine polymere. Ce critére est primordial si on veut

comparer I’effet de la masse molaire du polymeére sur les propriétés associatives en milieu

aqueux.

Des chaines alkyle de longueurs variables de 6 a 14 atomes de carbone linéaires ou

ramifiées ont été greffées sur ’acide hyaluronique (Schéma II- 4)

o}

x-2

()

X

H

(b)

Schéma II- 4 : Chaines aldéhydiques linéaires avec x = 6, 8, 10, 12, 14 (a) et la chaine aldéhydique
ramifiée (Citronellal) (b) utilisées pour la synthése des dérivés alkylés du HA cibles.
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Afin de différencier facilement les différents dérivés, nous avons utilisé la
nomenclature suivante : HAXCY-M.
Avec : X = degré de substitution (DS) en %
Y = la longueur de la chaine alkyle (C6 hexanal, C8 octanal, C10 décanal...Etc.)
M = masse molaire moyenne en masse (Mw) du HA. (200 000 ou 600 000
g/mol), déterminée par SEC triple détection.
La chaine ramifi¢e en C8 (le citronellal) sera notée HAXCS8r-M.
Par exemple : le HA5C10-200 correspond a un acide hyaluronique contenant 5% de chaines
alkyle de longueur C10 linéaire, greffées sur un HA de masse molaire moyenne 200 000

g/mol.

1.3.2 Synthése des différents dérivés alkylés

Comme discuté précédemment, nous avons étudié¢ I’effet de la nature et de la quantité
des chainons hydrophobes greffés sur le polymeére. L’effet de la masse molaire moyenne Mw
du polymére a aussi été évalué. Nous avons synthétisé des lots de HA alkylé de DS 5 et 10% a
partir de lots de HA-ADH de DS 5 et 10%, respectivement. Avec des HA de Mw : 200 000 et
600 000 g/mol.

Il est important de rappeler que la synthése est réalisée en continu apres 1’étape

d’ultrafiltration du dérivé HA-ADH sans lyophilisation intermédiaire.

Les conditions expérimentales utilisées pour la synthése des dérivés alkylés sont récapitulées

ci-dessous :
éq. HA- éq. DS HA- €q. Chaine éq. DS en chaine alkyle
ADH EDC ADH* alkyle PicBHj; obtenu
1 0,094 5% 0,066 0,5 5%
1 0,188 10% 0,132 0,5 10%

* la synthése de ces lots est contrdlée par la quantité d’EDC.

Tableau II- 5. Récapitulatif des conditions utilisées pour la synthése des dérivés alkylés.

A partir du tableau II-5, nous pouvons voir que ces réactions ne sont pas steechiométriques. Il
est nécessaire d’utiliser un léger excés de chaines alkyle par rapport au taux de greffage

désiré.
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A la fin de la synthese, le dérivé alkylé est isolé par précipitation, étape clé pour la

récupération de I’acide hyaluronique. Si le protocole n’est pas adapté, des produits possédant

des aspects en solution tres différents sont obtenus. Différents parameétres sont a prendre en

considération pour que la synthése soit optimale, a savoir :

La concentration en sel: I’addition de sel a une solution de HA favorise sa

précipitation a 1’éthanol en écrantant les répulsions électrostatiques et en diminuant
la qualité du solvant. Une concentration en sel de 0,5M permet d’écranter ces
répulsions pour précipiter le HA

La concentration _en alcool : une fois le sel complétement dissout, on précipite

I’acide hyaluronique modifié chimiquement a I’aide d’une solution d’éthanol a 95°.
Le rapport EtOH/H,O doit étre de 3/2 (V/V)

Le type d’agitation : le module d’agitation nécessite un choix rigoureux. Il doit

permettre une agitation efficace et rapide en tout point de la solution. Un émulseur
centripete a mouvement axial, donne une bonne désagrégation du précipité apres
décantation. La poudre obtenue en fin de cycle est fine et blanche.

Les lavages : nous procédons par la suite a des lavages en utilisant des mélanges
EtOH/H,0 : 7/3, 4/1 et 19/1 (V/V), suivis du séchage de la poudre a I’étuve 32°C et
52 mbar.

Les rendements des différents dérivés synthétisés sont reportés dans le tableau II-6.

L’¢étude des propriétés en solution sera détaillée par la suite.

Longueurs de

Cé C8 C8r C10 C12 C14
chaines
DS 5% | 10% | 5% | 10% | 5% | 10% | 5% | 10% | 5% | 10% | 5% | 10%
Rdts pour les
200000g/mol | 92 | 95 | 93 | 97 | 94| 95 | 97| 9 | 94 | 89 | 87 | &2
(%)
Rdts pour les

600000 g/mol | 91 | 90 | 93 | 91 |93 | 8 | 95| 97 | 90 | 8 | 88 | 85

(%)
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Synthése et caractérisation des dérivés alkylés du HA

Nous obtenons de bons rendements quelque soit le dérivé synthétis¢, ce qui permet

d’envisager toutes les possibilités de synthese a 1’échelle industrielle.

1.3.3 Caractérisation des dérivés alkylés du HA par Résonance
Magnétique Nucléaire du proton (RMN*H)

Afin de confirmer la structure des dérivés alkylés, nous avons eu recours a des
expériences de RMN du proton. Le spectre RMN'H du dérivé HA10C8-200 enregistré & 80°C

est présenté sur la figure 11-7.

o)
H b @
4O H,C o/ N\N N\NHR
o ’ n H @ (o)
HO o
H-2, H-3, H-4, CH; (Chaine alkyle)
H-5, H-6, H-6’
CH
HA (b),(c) ’
515 510 435 -;[0 3[5 3I0 2:5 2:0 115 ‘110 GI5 ppm

Figure II- 7. Spectre RMN 'H (400 MHz, 80°C, D,0, 6 mg/mL) du dérivé HA10C8-200.

La valeur du DS en chaines alkyle a été déterminée a partir des signaux des protons
des greffons, a savoir ’ADH et la chaine. En effet, les dérivés alkylés ayant un effet
viscosifiant, les signaux des protons anomeres du HA pouvant étre utilisés comme référence
apparaissent dans certains cas larges du fait de la mobilit¢ réduite de la chaine

polysaccharidique.

Connaissant le DS du HA-ADH utilisé pour la synthése, on peut donc en déduire le

DS du HA alkylé de la maniére suivante :

DS :(Iijx(l?zjx DS(HA— ADH)=0,11 soit (10 = 1) % éq1I-5

1
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1.3.4 Mise en solution des dérivés alkylés.

Lors de différents essais de mise en solution des dérivés synthétisés, nous nous sommes
apercus que cette étape n’était pas a négliger. Selon le solvant, la durée et la température
d’agitation, nous pouvons obtenir des produits avec des aspects en solution différents.

Deux méthodes on été testées afin d’obtenir la meilleure homogénéisation des
¢chantillons.

1. Chauffage des solutions : Il suffit d’ajouter le solvant (PBS) a la poudre de HA

modifié¢ puis de laisser gonfler pendant environ 4h sans agitation. Par la suite, nous chauffons
la solution pendant 1h a 80°C. Ainsi, nous obtenons des solutions ou « gels » plus ou moins
limpides, selon les lots synthétisés.

Une étude rhéologique, en fonction de la température, des dérivés alkylés synthétisés
lors des travaux préliminaires avaient montré une variation particuliére des modules de

conservation (G’) et de perte (G’’) lors du chauffage (Figure II-8).

10 20 30 40 50 60 70
Temperature (°C)

Figure II- 8 : Variation des modules de conservation (G’) et de perte (G’’) en fonction de la
température pour le dérivé alkylé HA5C10-300 a 7 g/L. dans du NaCl 0,025M (issu de la référence

[1D.

Nous observons dans cette figure une augmentation de la valeur du G’ jusqu’a 30-40°C,
suivie d’une chute importante jusqu'a 65°C. Un tel comportement avait été attribué a un
renforcement des interactions hydrophobes accompagné d’une rupture des liaisons hydrogéne
impliquées dans la chaine de HA, se traduisant par le renforcement puis 1’effondrement du
réseau.

Ces résultats semblent indiquer qu’un traitement thermique des solutions aqueuses de

HA peut étre bénéfique a la formation du réseau et a la dissociation d’agrégats.
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2. Mise en solution dans ’eau avant ’ajout de sel : L.a deuxiéme méthode de mise en

solution consiste a dissoudre 20 mg de HA dans 1,8 mL d’eau distillée pendant 4h sans
agitation. Par la suite, nous ajoutons 0,2 mL de PBS dix fois plus concentrée que le PBS
standard. Le systeme gonfle pendant 1 nuit sans agitation et ainsi, nous obtenons des solutions
ou « gels » plus ou moins limpides, selon les lots synthétisés.

Nous avons vérifié la reproductibilité de ces techniques de mise en solution et nous
obtenons des résultats identiques pour les deux méthodes, excepté pour les deux lots
HA10C12 et HA10C14 qui nécessitent un chauffage a 80°C apres la mise en solution dans

I’eau et 1’ajout de sel.

Il Etude rhéologique des différents derives synthétisés

Les polyélectrolytes hydrophobiquement modifiés sont des systémes largement
utilisés. En effet, la balance entre les interactions attractives hydrophobes inter et/ou intra-
chaine dues aux chaines alkyle et les répulsions électrostatiques de la chaine, permet a ce

type de systeme associatif d’avoir des propriétés physico-chimiques intéressantes en solution.

Les interactions hydrophobes inter et/ou intra-chaines sont favorisées selon la
concentration en polymere et en fonction des caractéristiques structurales de la
macromolécule, notamment, la quantité et la longueur des groupements hydrophobes. A ces
effets, il faut ajouter I’effet de la force ionique qui est un facteur trés important pour ces

systémes associatifs.

Lors de notre étude, nous avons étudi¢ ’effet de la variation de la longueur de la
chaine alkyle ainsi que le degré de substitution des chainons hydrophobes. Bien que la force
ionique soit un facteur important, son influence n’a pas été évaluée. Nos systémes étant
destinés a des applications biomédicales, nous nous sommes fixés la concentration

physiologique qui est d’environ 0.15M en NaCl.

II.1 Formation du réseau physique tridimensionnel

Le greffage des chaines alkyle le long de la chaine polysaccharidique permet d’obtenir
un réseau tridimensionnel physique avec des jonctions réversibles. Comme cité dans
I’introduction de ce chapitre, le gel physique obtenu par la formation du réseau 3D pourrait

étre utilisé en tant que viscosupplément pour la thérapie de 1’arthrose.
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La figure II-9 montre les propriétés physicochimiques du liquide synovial d’un patient
souffrant d’arthrose comparées a celles d’un genou jeune et sain [21, 22]. Nous observons
deux comportements différents. Pour le patient malade, le liquide synovial est un fluide
visqueux, avec un module G’’ supérieur au module G’ sur toute la gamme de fréquence
¢tudiée. Le liquide synovial du genou sain, a des propriétés viscoélastiques supérieures. Le
module G’ est inférieur a G’* a basse fréquence mais a partir de ~ 0,1 Hz le module ¢€lastique

G’ devient supérieur au module visqueux G’’.

G
Young
[ HA 2.38 mg/m1
[n] 6400 m1/gm p

G', G" (Pa)

0.1F

Osteoarthritis { G" 0.5 Hz 2.5'He
HA 1.27 mg/ml
(Iql 4000 ml i’gm) & B (Walk) (Run)
- L L y
0.01 0.01 0.1 5

Frequency (Hz)

Figure II- 9 : Variation des modules G’ et G’ en fonction de la fréquence. Comparaison du
comportement rhéologique d’un liquide synovial d’un patient sain et celui d’un sujet souffrant
d’arthrose [23].

Nous avons donc choisi d’étudier nos systémes associatifs par des expériences de
rhéologie et plus particulierement par des mesures en régime dynamique et en écoulement.
Ces expériences vont permettre d’étudier la contribution des composantes élastiques (G’) et

visqueuses (G’”) des systeémes en relation avec les interactions intermoléculaires.

II.2 Etude en dynamique

I1 faut noter que pour les courbes qui seront présentées par la suite, nous avons vérifié
auparavant que toutes les mesures ¢taient effectuées dans le domaine de viscoélasticité
linéaire, afin de ne pas modifier les éléments structuraux. Il est donc nécessaire de déterminer
la gamme de déformations pour laquelle les modules G’ et G’ sont linéaires et indépendants
de la déformation imposée (régime linéaire).L’étude a été réalisée pour chaque échantillon
étudi¢ aux fréquences de 0,5, 1 et 5 Hz. Les mesures sont effectuées sur les rhéometres

ARES-RFS et AR2000 avec des géométries cone-plan 5 cm 4° et, 4 cm 4°, respectivement.
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[1.2.1 Propriétés rhéologiques de I'acide hyaluronique natif.

La figure II-10 montre le comportement viscoélastique des solutions de hyaluronane
de masse molaire moyenne en masse Mw 600 000 et 200 000 g/mol. Les solutions sont

préparées a 20g/L et 60g/L respectivement, dans une solution de PBS a 25°C.
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T m G' 0G" HA 600K a 20g/L
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Figure II- 10 Variation des modules G’ (M) et G’ () en fonction de la fréquence pour le HA
initial 600 000 g/mol a 20 g/L et 200 000 g/mol a 60 g/L. dans le PBS a 25°C.

Un comportement viscoélastique est observé pour 1’acide hyaluronique de masse
molaire 600 000 g/mol a 20 g/L. Par contre, le point de croisement G’, G’ se trouve a des
fréquences ¢élevées (=10Hz), ce qui signifie un comportement visqueux dans la gamme de
fréquences explorées. Pour 1’acide hyaluronique de masse 200 000 g/mol, nous observons que
le module visqueux G’’ est supérieur au module élastique G’ sur toute la gamme de

fréquences étudiée.

L’objectif a atteindre est d’augmenter les propriétés viscoélastiques en solution de
I’acide hyaluronique tout en conservant sa solubilité afin de pouvoir le valoriser en
viscosupplémentation. Dans la partie suivante, nous allons comparer les propriétés

viscoélastiques des HA alkylés par rapport aux HA initiaux correspondants.
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[1.2.2 Propriétés rhéologiques des dérives alkylés.

Tout d’abord, nous avons comparé les HA alkylés de méme masse molaire mais avec

des longueurs de chaine différentes, pour deux degrés de substitution : DS 5 et 10%.

[1.2.2.1 Hyaluronane modifié de masse molaire 600 000 g/mol

Nous avons reporté les valeurs des modules élastiques G’ et visqueux G’’ ainsi que la

viscosité complexe [n*| pour deux fréquences: 0,1 Hz et 1 Hz. La zone de fréquences aux

environs de 0,1 Hz refléte les mouvements des articulations au repos, alors que les fréquences

de la zone 1 Hz correspondent a des mouvements rapides (Figure 11-9). La turbidité a été

indiquée pour pouvoir comparer 1’aspect des échantillons.

Turbidité Référence Fréquence 1 Hz Fréquence 0,1 Hz

G’ (Pa) | G” (Pa) | [n*| (Pa.s) | G” (Pa) | G** (Pa) | In*| (Pa.s)
Limpide | HAinitial-600" | 8,44 23 3,92 0,269 | 3,11 4,98
Limpide | HAS5C6-600" - - - - - -
Limpide | HA5C8-600" - - - - - -
Limpide | HA5C8r-600" - - - - - -
Limpide | HA5C10-600 | 2,88 2,09 0,568 | 0,865 | 1,02 2,13
Trouble | HA5C12-600 26 7,31 4,34 16 5,84 27
Trouble | HA5C14-600 | 108 14 17 76 23 127
Limpide | HA10C6-600" - - - - - -
Limpide | HA10C8-600" - - - - - -
Limpide | HA10C8r-600" - - - - - -
Limpide | HA10C10-600 | 38 7,20 6,25 57 8,06 44,45
Trouble | HA10C12-600 | 127 22 20 102 16 164
Trouble | HA10C14-600 | 23 1,651 3,75 21 2,032 33

Tableau II- 7 : Valeurs des modules élastiques G’ (Pa) et visqueux G’’ (Pa) ainsi que la viscosité
complexe [n*| (Pa.s).
(a) HAinitial-600 a une concentration de 20 g/L. dans du PBS alors que les HA alkylés sont a 10

g/L dans du PBS.
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(b) Les valeurs sont trop faibles pour étre mesurées en dynamique. Ces produits
seront analysés en écoulement dans la partie suivante.

Le tableau II-7 montre que 1’aspect associatif commence a apparaitre pour des

longueurs de chaines alkyle avec 10 atomes de carbone.

Nous avons présenté sur la figure II-11 la variation des modules ¢lastiques (G’) et

visqueux (G’’) en fonction de la fréquence pour les dérivés de DS 5% ayant un comportement

associatif.
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Figure II- 11 : Variation des modules G’ et G”’ en fonction de la fréquence pour le HA initial a 20 g/L
dans le PBS et les HASC10-600, HAS5C12-600 et HASC14-600 a 10 g/L dans le PBS a 25°C.

La figure II-12 montre la variation des modules élastiques G’ et visqueux G’’ en fonction de

la fréquence pour les dérivés de DS 10% ayant un comportement associatif.
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Figure II- 12 : Variation des modules G’ et G’’ en fonction de la fréquence pour le HA initial-600 a
20 g/L dans le PBS et les HA10C10-600, HA10C12-600 et HA10C14-600 a 10 g/L dans le PBS a 25°C.

Nous observons que pour les dérivés de DS 5%, la valeur des modules augmente en
fonction de la longueur de la chaine alkyle. Les propriétés élastiques du HASC14-600 sont
supérieures a celles du HAS5C12-600, qui sont elles-mémes largement supérieures a celles du

HAS5C10-600.

Le dérivé HA10C10-600 a un comportement de type gel, avec G’ supérieur a G’ sur
toute la gamme de fréquences étudiée contrairement a son homologue de DS de 5%. Par
contre, on observe une anomalie concernant le HA10C14-600. Ses modules sont inférieurs a
ceux du HA10C12-600 et ceux du HA10C10-600. Ceci s’explique probablement par un

probléme de solubilité dii au DS ¢élevé et a la longueur de la chaine alkyle importante.

[1.2.2.2 Hyaluronane modifié de masse molaire 200 000 g/mol

Comme pour le HA de masse molaire 600 000 g/mol, nous avons reporté les valeurs
des modules élastiques, G’, et visqueux, G’’, ainsi que la viscosité complexe, |n*|, pour les

deux fréquences caractéristiques 0,1 Hz et 1 Hz.

Turbidité Référence Fréquence 1 Hz Fréquence 0,1 Hz

G’ (Pa) | G’ (Pa) | In*| (Pa.s) | G’ (Pa) | G* (Pa) | In*| (Pa.s)

Limpide | HAinitial-200" | 0,499 15,27 0,012 0,006 0,156 2,491

Limpide | HA5C6-200° - - ; _ _ -

Limpide | HA5C8-200° - - i _ _ -

Limpide | HA5C8r-200" - - ; ; _ -

Limpide | HA5C10-200° - - - ; _ }

Limpide | HA5C12-200 | 59,14 13,27 9,64 40,04 11,2 66,15

Trouble | HAS5C14-200 | 1,141 0,847 0,226 1,141 0,738 2,169

Limpide | HA10C6-200° - - ] _ _ -

Limpide | HA10C8-200° - - i _ _ -

Limpide | HA10C8r-200 | 28,51 15,39 5,156 8,525 9,992 20,9
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Limpide | HA10C10-200 | 67,02 10,72 10,80 49,85 12,68 81,85

Insoluble | HA10C12-200 | 0,824 0,381 0,144 0,523 0,157 0,872

Insoluble | HA10C14-200 | 6,159 | 0,619 0,987 5,873 0,884 9,476

Tableau II- 8 : Valeurs des modules élastiques G’ (Pa) et visqueux G’’ (Pa) ainsi que la viscosité
complexe [n¥ (Pa.s).

(a) L’échantillon HAinitial-200 a une concentration de 60 g/L. dans du PBS alors que les HA alkylés
correspondants sont a 10 g/L. dans du PBS.
(b) Les valeurs sont trop faibles pour étre mesurées en dynamique. Ces produits seront

analysés en écoulement dans la partie suivante.

Pour les HA alkylés préparés a partir d’'un lot de masse molaire moyenne en masse
Mw de 200 000 g/mol, nous avons un comportement différent de ceux issus de 1I’échantillon
de HA de masse 600 000 g/mol. Le tableau II-8 suggere que pour un DS de 5%, seul le HA

porteur de chaines en C12 montre un comportement de type gel. (Figure II-13).
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Figure II- 13 : Variation des modules G’ et G’ en fonction de la fréquence pour HA5C12-200,
HAS5C14-200 a 10g/L dans le PBS a 25°C.

Le HA porteur des chaines en C14 avec un DS de 5% posséde un module élastique G’
supérieur au module visqueux G’’ sur toute la gamme de fréquences, mais I’écart entre G’ et

G’’ est assez faible. L aspect trouble du « gel » suggere d’ailleurs un probléme de solubilité
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du produit, expliqué par 1’hydrophobie élevée de ce composé et la possibilité de former des

agrégats.
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Figure II- 14 : Variation des modules G’ et G’ en fonction de la fréquence pour HA10C10-200,
HA10C14-200 et HA10C8r-200 a 10g/L dans le PBS

La figure II-14 montre que pour des degrés de substitution deux fois plus €levés, soit
un DS égal a 10%, nous observons un comportement de type gel pour le lot HA10C10-200
avec un aspect limpide. Le HA10C14-200 présente aussi un comportement de type gel, avec
G’ > G’ mais I’échantillon est a la limite de la solubilité (aspect trouble).

Le produit qui a montré des propriétés originales est le HA10C8r-200. Il a un comportement
viscoélastique avec G’<G’’ aux faibles fréquences et G’>G’” aux fréquences €élevées. Ce type
de comportement concorde bien avec [D’application que nous visons qui est la
viscosupplémentation. En effet, a faibles fréquences, c'est-a-dire a des temps longs, nous
avons un comportement visqueux qui lubrifie ’articulation et permet de ne pas ressentir de
douleur pendant les mouvements lents. A fréquences élevées, nous observons un module
¢lastique prédominant permettant d’absorber les chocs pendant les mouvements rapides du

patient.

I1.2.3 Comparaison des différents deérives.

Afin de mieux comparer 1’effet de la masse molaire et du degré de substitution, nous avons

reporté ci-apres les différentes courbes présentées précédemment en fixant la longueur de la
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chaine alkyle pour les systémes ayant des chainons hydrophobes pendant de longueur C10 et

C12 (les dérivés C14 ont des problémes de solubilité).
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Figure II- 15 : Comparaison des modules élastiques et visqueux pour des longueurs de chaines alkyle

en C10 a 10 g/L. dans du PBS a 25°C.
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Figure II- 16 : Comparaison des modules élastiques et visqueux pour des longueurs de chaines alkyle

en C12 42 10 g/L. dans du PBS a 25°C.
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D’apres la figure II-15, nous remarquons que pour un DS de 10% et pour une chaine
alkyle en C10, les modules rhéologiques obtenus avec du HA de masse molaire initial Mw :
200 000 sont plus ¢élevés que ceux obtenus avec du 600 000 g/mol. Le méme effet est obtenu
sur la figure II-16 pour des longueurs de chaines alkyle en C12 avec un DS de 5%. Ces
observations ne sont pas vérifiées pour le DS 10% probablement a cause de 1’insolubilité¢ de
I’échantillon.

Ceci pourrait s’expliquer par I’expansion de la chaine dans le solvant et par la formation
d’enchevétrements qui sont plus importants pour les masses molaires €élevées. Les chaines
courtes (Mw 200 000) conduisent ainsi a un réseau plus homogeéne que celui établi avec des
chaines de masses molaires plus élevées (600 000) ou les enchevétrements, plus nombreux,
peuvent géner la formation des domaines hydrophobes entre les chaines polymeéres (schéma

11-5).

. x%/ 0 %

Schéma II- 5 : Représentation schématique de I’expansion de la chaine polysaccharidique dans le
solvant : (a) pour des masses de 200 000 et (b) des masses 600 000g/mol.

Conclusion : Cette étude nous a permis de montrer que le choix de la masse molaire initial du
polymere est trés important pour I’homogénéité du réseau physique final. Une masse molaire
¢levée du polysaccharide ne semble pas étre optimale pour la formation du réseau. La
longueur idéale du chainon hydrophobe pendant semble étre de 10 atomes de carbone pour un
DS de 10%. Des études d’écoulement sont nécessaires afin de pouvoir étudier les propriétés

des échantillons les moins visqueux.

[1.3 Etudes en écoulement

Dans la partie précédente, nous avons mis en évidence par des mesures en régime

dynamique, les associations hydrophobes qui se produisent dans les solutions de HA alkylés
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pour des longueurs de chaines alkyle supérieures a C10, ceci pour des DS de 5 et 10%. Dans
cette partie, nous allons examiner par des expériences de rhéologie en écoulement, 1’influence

du degré de substitution des chaines et de leur longueur pour les deux masses molaires.

Les mesures sont effectuées sur le rhéometre AR2000, avec une géométrie de type
cone-plan 4 cm 4° pour les solutions donc la viscosité est supérieure a 0,1 Pa.s. Pour les

viscosités inférieures a 0,1 Pa.s, un viscosimétre de type Couette (LowShear 30) a été utilisé.

1000
+ HAinitial-200
- HA5C6-200
+ HA5C8-200 A
100 - ¢ HA5C8r-200
= HA5C10-200
a4 HA5C12-200
o HA5C14-200
- HA10C6-200
10 1 +HA10C8-200
— + HA10C8r-200
@ = HA10C10-200
g x HA10C12-200
> e HA10C14-200
2 14
[}
> >
0,1
0,01 1 R
0,001 - - - 4
0,01 0,1 1 10 100

Gradient de cisaillement (s-1)

Figure II- 17 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement pour les différents HA
alkylés a 10 g/L. de masse molaire 200 000 g/mol et le HA initial 2 10 g/L. Les solutions sont étudiées a
25°C dans du PBS.

La figure II-17 montre que nous avons un comportement newtonien pour les longueurs
de chaines inférieures a 10 atomes de carbone. Les viscosités sont supérieures a celles du HA
initial 200 000 ce qui indique qu’il existe une légere association, provoquant une légere
augmentation de la viscosité. Les chainons pendants C6 et C8 semblent néanmoins étre trop

courts pour former un réseau tridimensionnel.

Nous pouvons noter que pour les dérivés ayant des greffons de longueurs inférieures a
C10 et des degrés de substitution de 10%, ont des viscosités inférieures a ceux qui ont des DS

de 5% ; ceci pourrait s’expliquer par la formation d’interaction intra-chaines pour les DS
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supérieures conduisant au recroquevillement des chaines ce qui fait baisser la viscosité des

solutions.

Un comportement différent est observé pour les longueurs de chaines supérieures ou
¢gales a C10 ; un effet rhéofluidifiant est observé pour les échantillons qui ont montré un effet
associatif lors des mesures en dynamique. Ceci montre la présence d’associations

hydrophobes qui se dissocient sous I’effet du cisaillement.
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Figure II- 18 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement pour les différents HA
alkylés a 10g/L. de masse molaire 600 000 g/mol et le HA initial 2 10g/L. Les solutions sont étudiées a
25°C dans du PBS.

Comme pour le HA de masse molaire 200 000 g/mol, la figure II-18 montre un
comportement rhéofluidifiant caractéristique de la présence d’associations hydrophobes pour
des longueurs de chaines égales et supérieures a C10. Pour des longueurs inférieures, les

chaines semblent étre trop courtes pour conduire a la formation d’un réseau tridimentionnel.

Nous pouvons observer aussi que les dérivés avec des longueurs de chaines inférieures
a C10 ont des viscosités plus faibles que celle du HA initial non modifié. Sachant que la
réaction est non dégradante, cette baisse de viscosité est probablement due a la formation
d’agrégats et/ou a I’enchevétrement des longues chaines de HA, tel que décrit précédemment

dans le schéma II-5. Dans le cas du HA de masse molaire 200 000g/mol, la longueur du
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polymeére conduit a un réseau 3D homogene sans formation d’enchevétrements qui conduisent

a la diminution de la viscosité.

Afin de mieux comprendre la formation des domaines hydrophobes entre les

différentes chaines alkyle greffées, nous avons analysé¢ les échantillons par fluorescence.

Il Etude par fluorescence des différents dérivés alkylés

Afin d’estimer la variation des domaines hydrophobes pour les différents dérivés
alkylés synthétisés, nous avons réalis¢ une étude par fluorescence en utilisant le pyrene
comme sonde. Le spectre de fluorescence du pyréne est sensible a la polarité du solvant. Ainsi
les rapports I;/Is des bandes de la premiéres et la troisiéme bande de vibration du spectre
d’émission de fluorescence tend a diminuer quand la polarit¢ diminue. Cette caractéristique
peut étre exploitée pour mesurer la concentration d’agrégations critique des polymeéres
hydrophobiquement modifiés. (figure 11-19)

I

/

038

3500 360 370 380 380 400 +10 420 430 440 450,0
nm

Figure II- 19 : Spectre d’émission du pyréne pour une solution de HA5C10-600 a 1 g/L. contenant du
pyréne a une concentration de 6x10”M.

Afin de comparer I’effet de la longueur des greffons hydrophobes et leurs degrés de
substitution sur la chaine polymeére, nous avons préparé différents échantillons allant des
dérivés HAS5C6-600 a HASCI12-600 et de HA10C6-600 a HA10C12-600 pour des
concentrations de 0,01 a 2 g/L en polymeére. La figure II-20 permet de comparer le rapport des

intensités I,/I; en fonction de la concentration pour les différents dérivés.
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Figure II- 20 : Rapport des intensités I,/I; du spectre d’émission du pyréne pour les différents dérivés
alkylés de HA de masse molaire 600 000 g/mol.

Nous pouvons voir que les domaines hydrophobes sont plus importants pour des
longueurs de chaines en C12 (DS 5 et 10%), suivis par les chaines en C10 (DS 5 et 10%). 11
est difficile de faire une distinction entre les chaines en C6 et C8 ce qui montre que les
associations hydrophobes sont faibles et que cette longueur de chaine est insuffisante pour

établir de fortes interactions interchaines.

IV Influence du bras espaceur dihydrazide

Comme nous avons pu le voir dans la premicre partie de ce chapitre, 1’acide
hyaluronique a été fonctionnalisé par un bras espaceur dihydrazide «1’acide adipique
dihydrazide ADH» en milieu aqueux. A partir du HA-ADH, nous avons pu greffer des
chaines alkyle permettant d’obtenir des comportements de type gel. Afin de compléter notre
¢tude comparative et afin d’obtenir un panel de produits ayant des propriétés originales, nous

nous sommes proposés de faire varier la nature du bras espaceur dihydrazide.
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Un large choix de produits dihydrazide sont disponibles commercialement :
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Schéma II- 6 : (5) Acide 9,10-dihydro-9,10-ethanoanthracéne-11,12-dicarboxylique dihydrazide
(6) Acide 1,12-dodécanedioique dihydrazide
(7) Acide carbodihydrazide (CDH)

(8) Acide éthylmalonique dihydrazide

(9) Acide glutarique dihydrazide

(10) Acide oxalique dihydrazide (ODH)
(11) Acide isophthalique dihydrazide (IDH)
(12) Acide malonique dihydrazide

(13) Acide maléique dihydrazide

(14) Acide icosanedioique dihydrazide (LDH)
(15) Acide succinique dihydrazide (SDH)
(16) Acide adipique dihydrazide (ADH)
(17) Acide pimélique dihydrazide (PDH)
(18) Acide valine dihydrazide (VDH)

Evidemment, nous nous sommes focalisés sur les composés solubles dans 1’eau car la
réaction de greffage du dihydrazide que nous avons optimisée est réalisée en milieu aqueux.
Notre choix s’est orienté vers deux dihydrazides différents : 1’acide succinique dihydrazide
SDH (15), qui contient 2 carbones entre les fonctions dihydrazide et I’acide isophtalique
dihydrazide IDH (11), qui contient un cycle aromatique. Ce choix devrait permettre de voir

I’influence d’un bras espaceur plus court ou plus rigide sur le comportement en solution des
HA modifiés.
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ADH (16)

SDH (15)

IDH (11)

Cott * 1g de produit

1,68 €

4,80 €

404 €

Tableau I1- 9 : coiit des différents dihydrazides sélectionnés pour I’étude de I’effet du bras
dihydrazide.

* tarification sigma-aldrich Septembre 2007

La stratégie de synthése pour I’activation du hyaluronane par ces groupements
dihydrazide est tout a fait identique a celle utilisée pour fixer I’ADH. Nous avons synthétisé¢
des HA porteurs de bras dihydrazide ADH, SDH et IDH avec deux degrés de substitution
différents : 5 et 10%. Ces produits ont été caractérisés par RMN'H et par chromatographie
d’exclusion stérique (SEC) triple détection. Les propriétés en solution ont été étudiées par
viscosimétrie capillaire et par rhéologie en écoulement. Les HA fonctionnalisés ont ensuite
servi a greffer les chaines alkyle de différentes longueurs avec les deux degrés de substitution

de 5 et 10%.

IV.1 Synthese des dérivés HA-IDH et HA-SDH

Le tableau ci-aprés résume les conditions de synthése utilisées pour préparer les

dérivés HA-SDH et HA-IDH de DS 5 et 10%.

HA SDH ou IDH EDC DS Rendement
1 &q. 1 éq. 0,093 éq. 5% 89 %
1 éq. 1 éq. 0,187 éq. 10 % 86 %

Tableau II- 10 : Récapitulatif des conditions de la synthése des dérivés HA-SDH et HA-IDH.

Nous rappelons que pour cette syntheése, un exces de dihydrazide est nécessaire. Nous
utilisons 1¢q de dihydrazide par rapport au HA. Le carbodiimide utilisé, I’EDC, est le réactif
limitant. Pour obtenir un DS de 5%, nous utilisons 0,093 éq d’EDC et pour un DS de 10%,
nous utilisons 0,187 ¢q d’EDC par rapport a 1 ¢q de HA.

91




Synthése et caractérisation des dérivés alkylés du HA

H - o,
/N NH, Rendements ~ 89 %
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Schéma II- 7 : Schéma réactionnel des dérivés HA-SDH (19) et HA-IDH (20) avec des DS de 5%.

Les HA fonctionnalisés sont purifiés par ultrafiltration et isolés par lyophilisation.
Comme décrit précédemment, la précipitation du produit final favorise la formation
d’interactions secondaires irréversibles entre les chaines de HA, conduisant a des problémes

de solubilisation en milieu aqueux des dérivés obtenus.

IV.1.1 Caractérisation des dérivés HA-SDH et HA-IDH par RMN*H.

La structure des dérivés HA-SDH (19) et HA-IDH (20) a été confirmée par RMN'H.

Les spectres RMN proton, enregistrés a 80°C sont présentés sur les figures 11-21 et 11-22.
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Figure II- 21 : Spectre RMN'H (400MHz, 80°C, D,0, 6mg/mL) du dérivé HA-SDH (20) DS 10%.

Pour le HA-SDH, la valeur du DS a ét¢ déterminée par intégration des signaux des

protons méthyléniques (b, c) du groupement hydrazide avec comme référence interne les

protons anomeres du hyaluronane (a) :
1 I, 1 I, . ,
DS=| — |x—=|—|x—=0,10 soit (10+1) % éq II- 6.
I, 2 ) 2

Les valeurs identiques des intégrales des signaux des protons b et ¢ semblent indiquer

I’absence de réticulation chimique. Toutefois, il est important de tenir compte de la précision

relative de la RMN évaluée approximativement a 10 %.
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Figure II- 22 : Spectre RMN'H (400MHz, 80°C, D,O, 6mg/mL) du dérivé HA-IDH (20) de DS 10%.

Pour le HA-IDH, la valeur du DS a été déterminée par intégration des signaux des
protons (b, ¢, d) du cycle du groupement hydrazide avec comme référence interne les protons

anomeéres du hyaluronane (a) :

|
DS :(ijx l, :[%inz(lijx I, 0,10 soit(10+1)% éq 11-7
1
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IV.1.2 Caractérisation des dérivées HA-ADH, HA-SDH et HA-IDH par
chromatographie d’exclusion stérique triple détections
(SEC).

Cette technique donne acces a des grandeurs physiques telles que les masses molaires
moyennes en masse (Mw), le rayon de giration (Rg) ou encore la viscosité intrinséque des
échantillons [n]. L’échantillon a étudier est fractionné selon le volume hydrodynamique des
polymeres, puis analysé a 1’aide de trois détecteurs: un refractométre différentiel, un

viscosimeétre capillaire et un détecteur multi-angles a diffusion de lumiére.

Les dérivés HA-ADH, HA-SDH et HA-IDH ultrafiltrés et lyophilisés sont solubilisés
dans du PBS a une concentration de 0,5 a 1 g/L puis filtrés sur des membranes en acétate de
cellulose de porosité 0,22pum. Les chromatogrammes correspondant seront comparés a ceux

du HA initial.

La figure II-23 montre des courbes de distribution en masse (ou volume d’¢lution) des
différents produits. Le début, le maximum et la fin des pics de distribution doivent se situer
théoriquement aux mémes valeurs de masse molaire pour les différents échantillons étudiés
(trait pointillé sur la figure 11-23). On remarque que ce n’est pas le cas pour les échantillons de

DS 10%.

1 i

e HA 600K
0,9 4 HA-ADH5%
x HA-IDH 5%
0,8 - + HA-SDH 5%
x HA-ADH 10%
0,7 - 4 HA-IDH 10%
e HA-SDH 10%
@ 06
o
>
= 0,5
©
c
2
n 04
0,3
0,2
0,1 -
0 . 'x”""'fiséé‘{‘v"f" | |
12 |

Volume (mL)
Figure II- 23 : Courbes de distribution en volume d’élution obtenues pour les dérivés HA-ADH, HA-

SDH et HA-IDH pour des DS de 5% et 10% ainsi que le HAinitial-600.
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Seul les dérivés de DS 5% ont des distributions similaires a celles du HA initial.

M,, HA-ADH (g/mol) | M, HA-SDH (g/mol) | M,, HA-IDH (g/mol)

DS 5% 695 600 650 000 505 100

DS 10% 299 800 713 500 946 100

Tableau II- 11 : Valeurs des masses molaires moyennes obtenues par SEC triple détection pour les
HA modifiés comparé au HA initial de masse M,, 600 000 g/mol.

Nous pouvons conclure de cette caractérisation que le greffage d’un taux élevé (>
10%) de bras dihydrazide semble conduire a la formation d’agrégats dlis aux interactions
inter-chaines (Figure 1I-23 : présence d’épaulement aux faibles volumes d’¢lution). Par contre
le greffage de 5% de bras dihydrazide semble étre I’idéal, car nous n’observons pas (ou peu)

de modifications des propriétés en solution par rapport au HA initial.

IV.2 Propriétés en solution des différents dérivés hydrazide :
HA-ADH, HA-IDH et HA-SDH

D’aprés les résultats obtenus en chromatographie d’exclusion stérique triple détections
(SEC), le DS semble jouer un réle important sur les propriétés en solution du HA-hydrazide.
I1 nous parait donc important d’évaluer ces propriétés au travers de mesures viscosimétriques
dans les régimes dilués et semi-dilués, afin de mieux comprendre 1’influence de la nature du

bras espaceur sur le polymere.

IV.2.1Viscosimétrie capillaire

Cette ¢tude a ¢été effectuée en régime dilué, c’est a dire a une concentration en
polymeére de 0,5 g/L dans du PBS qui contient du NaCl a 0,134M. (0,5 g/L est inférieur a la
concentration C* du HA initial de masse 600 000 g/mol, C* = 0,9 g/L)

La figure 1I-24 représente 1’évolution de la viscosité réduite (Nrq) des solutions des
dérivés de HA-ADH, HA-IDH et HA-SDH de DS 5 et 10% ainsi que le HA initial de masse
600 000 g/mol.
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Figure II- 24 : Variation de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour des solutions de
HA initial-600, HA-ADH, HA-SDH et HA-IDH possédant deux DS différents 5 et 10% a 25°C dans
du PBS.

En extrapolant les droites de la figure 11-25 a C— 0, nous pouvons déduire les valeurs
de la viscosité intrinséque [n] et de la constante de Huggins k’. Les valeurs des masses
molaires viscosimétriques sont obtenues par application de la loi de Mark-Houwink citée

précédemment (éq 11-4).

M, (g/mol)
C* (g/L) k’ [n] (mL/g)

apparente
HAuinitial-600 0,92 0,36 1085 510 164
HA-ADH 5% 1,06 0,64 935 423100
HA-SDH 5% 1,05 0,56 944 428 200
HA-IDH 5% 1,07 0,79 893 398 900
HA-ADH 10% 1,46 0,65 681 282 900
HA-SDH 10% 1,28 0,55 779 335900
HA-IDH 10% 1,13 0,79 881 392 100

Tableau II- 12 : Concentration critique de recouvrement C*, Constante de Huggins, viscosité
intrinséque et les masses molaires moyennes viscosimétriques pour les différents dérivés hydrazides.
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Le tableau II-12 confirme les résultats observés lors de la caractérisation par SEC. Les
dérivés de DS 5% ont des valeurs qui se rapprochent le plus de celles du HA initial. Pour les
DS de 10% nous avons des valeurs différentes, la viscosité et les masses molaires Mv sont

inférieures au HA initial.

Comme discuté précédemment, les valeurs obtenues pour les dérivés de DS 10%
suggerent la présence d’interactions intra et/ou inter-chaines résultant de la formation de
liaisons hydrogene. Il faut noter que les dérivés HA-IDH 5 et 10% ont la méme viscosité
intrinséque, ce qui signifie un comportement analogue dii a une bonne solubilit¢ de ces

dérivés.

IV.2.2Viscosimetre Low Shear LS30

La figure II-25 représente la valeur de la viscosité newtonienne en fonction de la
concentration pour les différents dérivés HA-ADH, HA-SDH, HA-IDH. On observe deux
familles de courbes bien distinctes : celles des dérivés ayant un DS de 5% et celles
correspondant aux polymeéres de DS deux fois plus élevés. Les mesures ont été effectuées en

régime dilué et semi-dilu¢ (C > C*) dans le PBS a 25°C.

Quelle que soit la technique d’analyse, nous observons que pour des DS de 10%, des
interactions inter et/ ou intra-chaines se forment, conduisant a une baisse de la viscosité des
solutions. L’écart entre les valeurs de la viscosité devient de plus en plus prononcé lorsque la

concentration en polymeére augmente.
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Figure II- 25 : Variation de la viscosité newtonienne en fonction de la concentration pour le HA
initial HAinitial-600 (noir) et les dérivés du HA de DS 5% (rouge) et de DS 10% (vert).
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En revanche, nous ne pouvons pas conclure sur I’influence de la nature du bras
espaceur. Afin de pouvoir observer leurs effets, nous avons greffé¢ des chaines alkyle sur ces
intermédiaires et comparé les propriétés physico-chimiques des réseaux physiques

amphiphiles obtenus avec ceux préparés a partir de I’intermédiaire HA-ADH.

IV.3 Etude des différents dérivés alkylés issus des
intermédiaires HA-SDH et HA-IDH.

Nous avons reporté les valeurs des modules ¢élastiques, G, et visqueux, G’’, ainsi que
la viscosité complexe, n*|, pour deux fréquences de 0,1 Hz et 1 Hz. La turbidité¢ a été
indiquée pour pouvoir comparer 1’aspect des échantillons. Les résultats présentés dans le

tableau II-13 correspondent aux HA alkylés obtenus via le HA-SDH de DS 5 et 10%.

Turbidité Référence Fréquence 1 Hz Fréquence 0,1 Hz

G’ (Pa) | G (Pa) | In*| (Pa.s) | G’ (Pa) | G*’ (Pa) | [In*| (Pa.s)

Limpide | HAinitial-600 8,44 23 3,92 0,269 3,11 4,98

Limpide | HAS5C6-SDH - - - - - -

Limpide | HASCS8-SDH - - - - - -

Limpide | HAS5C8r-SDH - - - - - -

Limpide | HA5C10- SDH 1,82 10,39 1,68 0,12 1,22 1,95
Limpide | HA5C12- SDH 2,66 11,43 1,87 0,08 1,37 2,19
Trouble | HA5C14- SDH 2,12 10,27 1,67 0,08 1,22 1,95

Limpide | HA10C6- SDH - - . - - -

Limpide | HA10C8- SDH - - - - - -

Limpide | HA10C8r- SDH - - - - - -

Limpide | HA10C10- SDH | 3,33 13,56 2,31 0,11 1,47 3,46
Trouble | HA10C12- SDH | 258 104 44 136 62 239
Trouble | HA10C14- SDH | 359 37 57 250 920 224

Tableau II- 13. Valeurs des modules élastiques G’ (Pa) et visqueux G”’ (Pa) ainsi que la viscosité
complexe [n*| (Pa.s). Tous les échantillons ont une concentration de 20 g/L. dans du PBS.
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Le tableau II-13 montre que pour les DS de 5% aucun aspect associatif n’est observé quelque
soit la longueur de la chaine alkyle de 6 a 14 atomes de carbone avec le SDH. Le caractére
associatif commence a apparaitre pour les DS de 10% et des longueurs de chaine de 12 et 14

atomes de carbone.

En ce qui concerne les dérivés alkylés obtenus a partir des lots HA-IDH de DS 5 et 10% nous
obtenons des résultats remarquables. Nous nous sommes limités au greffage de chaines en

C10 et en C8r, 'IDH étant couteux (tableau I1-14).

Turbidité Référence Fréquence 1 Hz Fréquence 0,1 Hz

G’ (Pa) | G’ (Pa) | In*| (Pa.s) | G* (Pa) | G (Pa) | In*| (Pa.s)

Limpide | HA5C8r-IDH | 17,33 13,08 3,505 3,92 5,85 11,24

Limpide | HASC10-IDH 94 9,42 15 79 11 128

Insoluble | HA10C8r-IDH - - - - - i

Insoluble | HA10C10-IDH - - - - - -

Tableau I1- 14. Valeurs des modules élastiques, G’ (Pa), et visqueux, G’’ (Pa), ainsi que de la
viscosité complexe [n*| (Pa.s). Tout les échantillons ont une concentration de 10g/L. dans du PBS.
Les courbes sur la figure 1I-26 montrent un comportement viscoélastique pour le HASCSr et
un comportement de gel pour les chaines en C10. Ces produits se distinguent clairement des

dérivés HASC10-ADH et HASC10-SDH, comme illustré par la figure 11-28.
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Figure II- 26 : Variation des modules G’ et G’ en fonction de la fréquence pour les dérivés HASC10-
IDH et HASCS8r-IDH a une concentration de 10g/L et le HAinitial-600 a 20g/L dans le PBS.
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Figure II- 27 : Effet du bras espaceur sur les propriétés rhéologiques du réseau physique de DS 5%
avec des chaines alkyle en C10.

La figure 1I-27 montre clairement que le bras espaceur a un effet notable sur les propriétés
associatives des dérivés alkylés du HA. L’IDH du fait de sa rigidité et de son caractére
hydrophobe apporte une certaine stabilité au réseau tridimensionnel physique.

Pour la transposition de la synthése a I’échelle industrielle, des raisons de faisabilité et de cott
font que notre choix s’est porté sur le dérivé avec un bras espaceur ADH. La longueur de

chaine idéale est de 10 atomes de carbone et le DS proche de 10%.

V Transposition de la synthese d’alkylation a I'’échelle
semi-industrielle.

Aprés avoir mis au point toutes les étapes de la synthése des dérivés alkylés du
hyaluronane, nous avons décidé de passer a 1’étape de transposition de cette synthése a

I’échelle industrielle en réalisant des lots pilotes.

La réalisation des protocoles et les rapports de validation des nouveaux produits ainsi
qu’une analyse des étapes critiques du procédé ont été nécessaires. Les différents lots pilotes

ont été effectués sur le site d’A-R-D.
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La synthése a I’échelle pilote a été effectuée sur le HA de masse molaire moyenne 600 000
g/mol. La fonctionnalisation du HA par le bras dihydrazide ADH est effectuée en visant un
DS de 8% afin d’obtenir un HA alkylé de DS 8%. Compte tenu des résultats précédents, des

chaines en C10 ont été greffées.
La synthése du dérivé alkylé comporte 7 étapes a transposer a 1’échelle industrielle :

1) Solubilisation du HA initial.

2) Filtration sous pression a 0,22pm.

3) Syntheése du HA-ADH.

4) Ultrafiltration tangentielle de la solution du HA-ADH.
5) Synthése du dérivé alkylé.

6) Précipitation du produit final.

7) Lavage et séchage du produit final.

Les conditions expérimentales sont récapitulées dans le tableau suivant :

¢q. HA-ADH | DS HA-ADH | éq. Chaine alkyle | éq. PicBH3 | DS en chaine C10

1 8% 0,105 0,5 8%

Tableau II- 15 : Tableau récapitulatif des conditions expérimentales de la synthése pilote.

V.1 Effet de la concentration en polymeére.

Nous avons étudié¢ le comportement rhéologique du lot synthétisé a I’échelle industrielle
a différentes concentrations afin de déterminer la concentration limite a partir de laquelle nous
observons la formation d’un gel (Figure 11-28). La majorité des produits commerciaux utilisés
pour la viscosupplémentation sont utilisés a des concentrations de 10 g/L voir 20 g/L. Il serait
intéressant de développer un produit ayant des propriétés semblables aux produits

commerciaux tout en baissant la concentration en polymere.
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Figure II- 28 : influence de la concentration du HA8C10-600 sur les propriétés physico-chimiques du
réseau physique final.

Il est intéressant de noter que le comportement de type gel est conservé jusqu’a une
concentration de 4 g/L en polymére. A une concentration de 2 g/L, nous observons la

formation de microgels qui rend difficile la mesure rhéologique [24].

V.2 Essais de cytotoxicité.

Dans le cadre d’une collaboration avec Bareille R. du laboratoire INSERM « Biomatériaux et
Réparation Tissulaire » a Bordeaux, une étude de la cytotoxicit¢ du HA initial de masse
molaire moyenne en masse Mw : 600 000 g/mol et du HA synthétisé a I’échelle industrielle
(HA8C10-600) a été réalisée sur des cultures de cellules ostéoprogénitrices humaines (HOP)
issues du stroma médullaire [25]. Dans ce but, les lots de HA ont été préalablement stérilisés a
120°C pendant une heure a une pression de 1,2 bar.
Une extraction du matériau en présence de milieu seul supplémenté en sérum de veau fétal
(SVF) avant la mise en contact avec les cellules a été effectuée selon la méthode ISO [26, 27]:

e Extrait E1 = 1°° extraction de 24 h a 37°C, testé pur (100%)

e Extrait E2 = 2°™ extraction de 24 h 4 37°C, testé pur (100%)

e Extrait E3 = dernicre extraction de 3 jours, testé pur : 100% puis diluée

au 1/2, au 1/10 et 1/100°™ dans du milieu de culture complet

Chaque extrait a été testé en plaque de 96 puits pendant 24 heures.

La cytotoxicité a été évaluée par 2 tests [28, 29]:
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Le test au MTT représente I’activité métabolique de la cellule. Le réactif utilisé est le

sel de tétrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide). L’anneau de tétrazolium contenu dans le réactif est réduit par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives. La couleur du milieu
passe alors du jaune au bleu-violacé [30]. L’intensité de cette coloration est
proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors du test mais aussi a leur
activité métabolique.

Le test du Rouge neutre, est le témoin de la viabilité cellulaire. Les cellules

normales en culture absorbent et retiennent facilement un colorant rouge neutre.
Lorsque la membrane cellulaire ou les lysosomes a I’'intérieur de la cellule sont
endommagés par une substance chimique irritante, le colorant diffuse par les
membranes perméables et il en reste moins dans la cellule. Un spectrophotométre

permet de mesurer précisément la quantité de colorant diffus.

Les résultats présentés sur les figures 11-29 et II-30 sont exprimés en % d’activité ou de

viabilité par rapport au témoin plastique. Un matériau est considéré comme cytotoxique si les

valeurs obtenues sont en dessous de 75% du témoin (trait noir sur les figures 11-29 et 30).
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Figure II- 29 : Résultat du test au MTT pour deux échantillons de HA natif non modifié et HA alkyle
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Figure II- 30 : Résultat du test du rouge neutre pour les deux échantillons de HA natif non modifié et
HA alkyle issu de la synthése a I’échelle industrielle.

Nous observons que pour les différents extraits nous obtenons des valeurs supérieures a 75%
pour la viabilité cellulaire et pour 1’activité métabolique.

Conclusion : Cette étude nous a permis de montrer qu’il n’existe pas de cytoxicité avec les
différents extraits sur la viabilité cellulaire (RN) et sur 1’activité métabolique (MTT) des
cellules. Il semblerait que ces substances aient un effet positif sur I’activité métabolique et la

viabilité des cellules ostéoprogénitrices.

V.3 Etude de la stabilité thermique.

Une ¢étude de stabilité¢ thermique a été réalisée sur le lot industriel HA8C10 et le lot
initial de HA non modifi¢ de masse molaire moyenne en masse 600 000 g/mol. Les résultats
de la stabilité thermique du lot industriel ont été comparés & ceux du Synvisc®. L objectif de
cette analyse est de mettre au point une méthode de conservation du produit en solution dans
une seringue, par exemple.

Pour effectuer cette étude, nous avons conservé des solutions a 10 g/L. de HAinitial-600
et de HA8C10-600 (lot industriel) a 4°C, 25°C et 40°C. Les mesures ont été effectuées en
utilisant le rhéomeétre AR2000 avec un cone de 4 cm4°, pour les solutions les plus visqueuses,

et le LS30 pour les solutions les moins visqueuses. La variation de la viscosité a ét¢ mesurée

105



Synthése et caractérisation des dérivés alkylés du HA

pour une durée allant de 15J a 2 mois. Nous avons représenté sur la figure II-31 les valeurs de
la viscosité a un gradient de vitesse fixé a 1s™ pour ces différents échantillons.

A partir des résultats obtenus, nous pouvons voir que 1’acide hyaluronique initial et modifié
sont fortement dégradés a 40°C. Par ailleurs, la conservation a 4 et 25°C semble étre identique
et ne semble pas provoquer de dégradation du HA.

Nous pouvons noter que le Synvisc® reste stable & 40°C contrairement au dérivé alkylé que
nous avons synthétisé. L’analyse du HA initial a cette température montre aussi une
dégradation dans ce lot fournit par A.R.D. Il semblerait donc qu’il existe un probléme de

stabilité thermique sur le lot initial.
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Figure II- 31 : Etude de la stabilité thermique des différents lots HA8C10-600 (a 10g/L dans du PBS),
HA initial (a 10 g/L. dans du PBS) et du Synvisc® (a5 g/L) a 4°C, 25°C et 40°C. (Gradient de
cisaillement ls'l)

V.4 Etude de dégradation enzymatique.

Il a été montré que le hyaluronane et la hyaluronidase (HAase) sont présents a fortes
concentrations dans la matrice extracellulaire des tumeurs cancéreuses [31, 32]. Comme décrit
dans la partiec bibliographie, les HA de hautes masses molaires (h-HA) sont anti-
angiogéniques contrairement aux HA de faibles masses molaires (b-HA). La HAase joue alors
un réle important pour la régulation de la balance h-HA et b-HA [33].

Lorsque I’on ajoute I’enzyme a 1’acide hyaluronique en solution, on obtient la vitesse de

réaction maximale qui caractérise le complexe enzyme-substrat. La vitesse de réaction atteint

106



Synthése et caractérisation des dérivés alkylés du HA

rapidement une valeur constante et s’y maintient pendant un certain temps, allant de quelques
minutes a plusieurs heures, suivant les cas.

Afin d’effectuer une étude de dégradation enzymatique dans les meilleurs conditions, nous
devons prendre en considération différents parameétres :

e Concentration de I’enzyme : La vitesse de réaction est en général proportionnelle a la
concentration de I’enzyme. Des mesures seront effectuées sur le HA initial en faisant
varier la concentration en HAase afin de pouvoir déterminer la concentration idéale en
enzyme nécessaire pour suivre la dégradation.

e Concentration en ions H™ (pH): Pour la plupart des enzymes, il existe un pH
optimum; leur activité ne s’exerce de facon appréciable que dans un intervalle de 2 a 3
unités de pH. En ce qui concerne la HAase, le pH optimum est de 5,3 mais I’activité
de I’enzyme est conservée jusqu’a un pH de 8 [34]. Sa solubilisation se fera donc dans
une solution de PBS a pH 7.,4.

e Température : Dans des conditions optimales, la température doit avoisiner les
37/38°C. Ces valeurs sont indicatives d'enzymes d'animaux a sang chaud, soit presque
la température du corps. A l'inverse, si la température dépasse les 60°C, l'enzyme est
dénaturée. Si la température est inférieure a 5°C, I'enzyme est inactivée. Les mesures

que nous allons effectuer pour étudier la dégradation enzymatique se feront donc a

37°C.

V.4.1 Concentration optimale en HAase.

Afin de déterminer la concentration optimale en HAase a utiliser pour 1’étude de la
dégradation enzymatique du HA, nous avons mesuré¢ la variation de la viscosité¢ d’une
solution de HA non modifié en fonction du temps pour 5 concentrations en HAase différentes.
La concentration en enzyme se mesure en unité enzymatique (UE) par mg de substrat
(HAinitial-600). Les mesures de viscosité ont été effectuées sur le théometre AR2000 en
utilisant un coéne en acier de 4 cm4°, a une température de 37°C et en fixant le gradient de
cisaillement & 36,5 s™'.

Sur la figure 1I-32 nous avons représenté la baisse de la viscosité en fonction du temps de
dégradation enzymatique qui est reliée au nombre de coupure de chaine. Le temps entre
I’ajout de I’enzyme et le début de la mesure de viscosité est inférieur a 2 minutes. La

concentration initiale en HA est de 10 g/L.
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Figure II- 32 : Variation de la viscosité en fonction de la durée de la dégradation enzymatique du HA
initial-600 pour S concentrations croissantes en HAase.

Pour des quantités supérieures ou égales a 50 UE/mg de HA, la dégradation est totale et
rapide. Ce qui nous empéche de controler la baisse de la viscosité en fonction du temps. Nous
avons choisi 10 UE/mg de HA pour comparer la dégradation du HA-alkylé avec celle du

. ®
Synvisc™.

V.4.2 Comparaison de la dégradation enzymatique du HA initial,

HA alkylé et du Synvisc®.

Afin de comparer la dégradation enzymatique du HA initial, du HA8C10-600 et du
Synvisc®, nous avons ajouté 10 UE/mg de HA a chacun des échantillons préalablement mis
en solution (le Synvisc® a été directement utilisé en sortie de seringue commerciale). Les
mesures des viscosités ont été effectuées sur le rhéometre AR2000 en utilisant un cone en
acier de 4 cm 4°, a une température de 37°C et un gradient de cisaillement & 36,5 s
La figure 11-33 représente la chute de la viscosité en fonction du temps apres avoir ajouté la
quantité¢ d’enzyme nécessaire. Le temps entre I’ajout de I’enzyme et le début de la mesure est

inférieur a 2 minutes. La concentration des échantillons est de 10 g/L.
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Figure II- 33 : Comparaison de la dégradation enzymatique entre le HA-initial-600, le HA8C10-600
et le Synvisc®.

A partir de cette figure, il est clair que le dérivé alkylé a une meilleure stabilité que le HA
linéaire et que la référence commerciale (le synvisc®). En effet, pour les 500 premicres
secondes, la viscosité du HA8C10-600 reste supérieure a celle du HA linéaire et a celle du
Synvisc®. Cet effet est li¢ au mécanisme d’association non covalent qui est induit par le
polymere amphiphile qui montre un effet d’auto-réparation. In vivo, d’autres facteurs peuvent
intervenir mais la tendance de la dégradation restera la méme. Comparé au synvisc®, le
dérivé alkylé pourrait maintenir ses propriétés rhéologiques plus longtemps, ainsi, le patient

pourra espacer les injections ce qui apporte un confort au patient.

VI Comparaison avec les viscosuppléments industriels

L’injection intra-articulaire de solutions aqueuses d’acide hyaluronique pour le
traitement de 1’arthrose est déja ancienne, puisque ce concept date de 1960 [35-37], et que les
premieres publications remontent a une quinzaine d’années. Ce traitement a pris ces dernieres
années, un essor important, une prise en charge du traitement de la gonarthrose (arthrose du
genou) étant accordée par la Sécurité Sociale. Cette prise en charge a favorisé I’apparition sur

le marché de nombreux produits, d’origines et de propriétés différentes.
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L’utilisation désormais banalisée de la viscosupplémentation dans le traitement de
I’arthrose n’a cependant pas permis de répondre de fagon formelle et scientifique a de
nombreuses questions, car les études méthodologiquement fiables, controlées, comparatives
ou contre-placébo, sont de mises en place et de réalisations délicates. Elles sont d’ailleurs en

régle générale sponsorisées par le laboratoire commercialisant le produit en question [15].

A T’heure actuelle, un certain nombre de controverses persiste donc quant a I’intérét et
au mode d’action de ce traitement qui n’a par ailleurs pas été étudié¢ de fagon spécifique sur

une population sportive.

Au sein de I’articulation, 1’acide hyaluronique est présent dans le liquide synovial, la
membrane synoviale, et le cartilage. Il y est synthétisé aussi bien par les chondrocytes que par
les synoviocytes de type A. Dans une articulation normale, sa concentration (2 a 4mg/ml) et
sa masse molaire (4 2 5 x 10° g/mol) sont élevées. Elles sont responsables de ses propriétés
viscoélastiques qui en font un lubrifiant visqueux pendant les mouvements lents de
I’articulation (marche lente), et un absorbeur élastique de chocs durant les mouvements

rapides de I’articulation (marche rapide et course).

Dans le cas de I’arthrose, les fonctions biologiques de 1’acide hyaluronique sont altérées, sa
concentration étant nettement diminuée dans le liquide synovial de I’articulation arthrosique.
A partir de ces constatations, le concept de viscosupplémentation a été proposé, 1’injection
d’acide hyaluronique dans I’articulation ayant pour but de restaurer ’homéostasie du liquide
synovial en améliorant ses propriétés rhéologiques et en favorisant une production endogéne

d’acide hyaluronique.

Le tableau II- 16 présente différents viscosuppléments a base de HA actuellement disponibles
sur le marché francais. Le HA utilisé dans ces préparations est soit issu de fermentation
bactérienne, soit purifié a partir de crétes de coq. Afin d’accroitre la viscosité et la demi-vie
intra-articulaire du HA, certaines préparations sont réticulées chimiquement: elles

appartiennent alors a la classe des Hylanes.
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Masse
Nom commercial
molaire Origine Concentration Structure
(laboratoire)
(g/mol)
ADANT (Fornet, 0,6a12x . o
6 fermentation | 20mg /2mL linéaire
Espagne) 10
ARTHRUM H (LCA, 6
2,4x 10 fermentation 40mg/2mL linéaire
France)
HYALGAN (Fidia, ;| Crétesde
5a7,5x 10 20mg/2mL linéaire
Italie) coq
OSTENIL (Chemedica, o
1a1,2x10° | fermentation | 20 mg/2mL linéaire
Allemagne)
SINOVIAL (Genevrier, 5
5a7,5x 10" | fermentation 16mg/2mL linéaire
France)
SUPLASYN (Bioniche, 5 _ o
5a7,5x 10" | fermentation 20mg/2mL linéaire
Irlande)
20% réticulé et
SYNVISC (HYLAN ¢ Crétes de
6x10 16mg/2mL 80% pseudo
GF 20) (Genzyme, USA) coq o
linéaire
VISCORNEAL-ORTHO 6 Crétes de
6x10 20mg/2mL réticulé
(Cornéal, France) coq
DUROLANE (Q-Med, - Fortement
90 x 10 Fermentation | 60mg/3mL .
France) réticulé

* Masse apparente

Tableau II- 16. Quelques préparations de HA destinées a la viscosupplémentation articulaire en

France.

Cette derniere partie du Chapitre II, consiste a comparer les propriétés
physicochimiques de certains produits de la liste précédente avec les dérivés alkylés que nous

avons développés au cours de ce travail.

Nous allons tout d’abord présenter sur les figures 11-34 et 11-35 les propriétés physico-
chimiques en dynamique des 8 produits commerciaux sélectionnés qui ont été étudiés dans

notre laboratoire[38].
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Figure II- 34. Propriétés viscoélastiques des produits commerciaux réticulés chimiquement.
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Figure II- 35. Propriétés viscoélastiques des produits commerciaux linéaires.
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En considérant les propriétés rhéologiques de ces préparations, nous pouvons classer ses
derniéres en deux familles de produits :
- Une famille de produits réticulés chimiquement de type gel (Durolane® et Synvisc®),
ou viscoélastique (Viscornéal®) (Figure I1-36).
- Une autre famille de produits linéaires avec un comportement de type solution
visqueuse avec G’’>G’ sur toute la gamme de fréquence observée (Figure I1-37) sauf

pour Arthrum®, qui a un comportement viscoélastique.

La figure II-36 montre le comportement en écoulement des différents produits commerciaux.

La viscosité est représentée en fonction du gradient de cisaillement.

1000
a a ¢ Adant 10g/L
L = Arthrum 20g/L
A
A, A Synvisc 8g/L
A
A x Suplasyn 10g/L
1001 = = = = = & A
L RN Y . x Sinovia 8g/L
: ., e Ostenil 10g/L
— [
5_(@ R . . + Hyalgan 10g/L
= A
L 10 A A - n
® [
8 b .
= oo ® o A - L]
® o o o o ® o o o ° A
¥ x M VERAER I L N N L R SRR b4 ® e, A
¥ e o 0 A
1 & ¥ X X X X X x x x X x x L ) . ™
XX X x X x X x X X X L] [
o4 XXX X ox ox X x X% x
+ 4 - X x % X
L T S . X wg
+
0,1 T T T
0,01 0,1 1 10 100

Gradient de cisaillement (s™)

Figure II- 36. Comportement en écoulement des différents produits commerciaux [38].

On remarque un comportement newtonien pour la majorité des produits a faible
gradient de cisaillement mis & part le Synvisc®. Celui-ci 2 un comportement rhéofluidifiant,
qui se traduit par la déformation du réseau avec le cisaillement. Le Synvisc® est composé de
20% d’Hylan B et 80% d’Hylan A. Pendant le cisaillement, le réseau 3D des Hylanes se
trouve déformé et la viscosité du systeme 3D diminue en fonction du gradient de cisaillement

a partir de ses plus faibles valeurs.
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La figure II-37 représente une comparaison du Synvisc”, qui est le viscosupplément le plus
utilisé et le plus efficace pour le traitement de I’arthrose, avec nos produits qui présentent des

propriétés remarquables.
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Figure II- 37 : Comparaison des propriétés du Synvisc avec les produits issus des différentes
synthéses au laboratoire a 10g/L dans du PBS a 25°C.

Le réseau tridimensionnel le plus stable que nous avons pu obtenir est celui qui contient I'IDH
en tant que bras espaceur avec une chaine alkyle contenant 10 atomes de carbone. Ce lot a des
propriétés rhéologiques supérieures au Synvisc®. Par ailleurs, les modules rhéologiques des
dérivés avec des masses molaires 200 000 et 600 000 g/mol et des longueurs de chaines alkyle
de 10 atomes de carbone sont proches de ceux du Synvisc ®. Nous avons pu montrer courant
cette étude que le greffage de chaines alkyle de longueurs inférieures a C10 était insuffisante
pour conduire a un réseau associatif, quelque soit le DS utilisé. Nous avons pu montrer aussi
que le greffage de chaines alkyle de longueurs supérieures a C12 conduisait a des dérivés

insolubles.
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Conclusion

Dans cette ¢étude nous avons synthétis¢é et développé de nouveaux dérivés
chimiquement modifiés de 1’acide hyaluronique pour la préparation de solutions visqueuses et
des hydrogels valorisables en viscosupplémentation. Les propriétés rhéologiques des dérivés
en solution sont comparables a celles de certains dérivés utilisés dans domaine médical pour
la viscosupplémentation. Les essais de cytotoxicité effectués sur le dérivé issu du lot
industriel nous permettent de montrer que ces nouveaux dérivés sont cytocompatibles et qu’ils
ont un effet positif sur 1’activité métabolique et la viabilité des cellules ostéoprogénitrices.
L’¢étude de la stabilité thermique nous a permis de montrer que nous pouvons conserver ces
produits en solution & 4 ou 25°C sans dégradation éventuelle de 1’échantillon pendant une
période minimale de 2 mois. De plus, une comparaison de la dégradation enzymatique du
dérivé HA8C10-600 (lot industriel) et du Synvisc® (référence commercial), montre que
I’hydrogel physique résiste plus efficacement a la hyaluronidase que 1’hydrogel chimique.

Ainsi, le gel physique montre un comportement d’autoréparation.

Cette étude a permis aussi de mettre au point les conditions de synthese de greffage du
bras dihydrazide et des chaines alkyle. La méthode de purification du polysaccharide a aussi
été étudiée dans ce travail et nous avons pu montrer que 1’ultrafiltration et la lyophilisation du

dérivé dihydrazide était plus efficace que la précipitation.

Ces différentes études ont permis le dépot d’un brevet international portant sur la

procédure de préparation de ces dérivés et de leurs utilisations en viscosupplémentation [39].
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Introduction

Les interactions le long d’une chaine polymeére permettent de controler la rhéologie de
la solution [1]. Les polymeres hydrosolubles modifiés hydrophobiquement sont largement
utilisés en peinture, cosmétique, pharmaceutique, alimentaire et aussi dans le relargage de
matériaux bioactifs [2-4]. Comme nous avons pu le constater dans le chapitre précédent, les
interactions hydrophobes peuvent étre controlées par le type et la densité des groupements
hydrophobes [5-8], voir méme par 1’addition de sels ou de tensioactifs [9-11]. Il est
avantageux d’avoir des jonctions d’énergie de taille élevées dans le réseau physique d’un
polymere hydrophobiquement modifi¢, mais une réduction de ces interactions peut apporter
de nouvelles applications. Une modulation des associations hydrophobes pourrait servir pour
le relargage de substances actives, par exemple.

Dans ce chapitre, nous décrivons différentes approches que nous avons utilisées pour
moduler les propriétés associatives du réseau tridimensionnel formé via les interactions
hydrophobes. Une des méthodes les plus rencontrées pour moduler la force des interactions
hydrophobes est d’ajouter des tensioactifs (TA). A faible concentration en TA le réseau
tridimensionnel est renforcé, alors qu’a forte concentration, les TA découplent les interactions
hydrophobes polymeére-polymeére en formant des micelles autour des groupements
hydrophobes greffés le long de la chaine polysaccharidique [12, 13]. Cependant, les
tensioactifs sont souvent des substances toxiques, ce qui limite leur utilisation dans le
domaine biomédical. Une autre approche permettant de moduler les associations
hydrophobes, consiste a additionner des cyclodextrines (CDs) [14]. Dans ce cas, les CDs vont
s’enfiler dans les groupements hydrophobes greffés sur le polymeére, formant ainsi des
complexes d’inclusion et perturber la formation du gel physique. L’un des avantages de cette
méthode est la biocompatibilité de la cyclodextrine, donc une ouverture pour de nouvelles

applications dans le domaine biomédical.

I Modulation des propriétés associatives par I'ajout de
cyclodextrines.

Au cours de ces 10 derniéres années, ’aptitude des cyclodextrines a complexer
sélectivement des molécules hydrophobes a été avantageusement mise a profit pour controler
les associations dans divers systemes polymeres [15-31]. Les CDs sont des oligosaccharides
cycliques hydrosolubles capables d’inclure, dans leur cavité hydrophobe, une grande variété

de molécules «invitées » via des interactions non covalentes [16, 30]. L’importance des
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systémes complexes de type « hdte-invité » en biologie explique le fort intérét pour ces

complexes supramoléculaires [31].

1.1 Présentation générale des cyclodextrines

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques constitués de 6, 7 ou 8
sous-unités D-glucopyranose, reliées par des liaisons glycosidiques o-(1->4), nommées

respectivement o.-, B- et y-CD. La dimension du diamétre interne de la CD dépend du nombre

d’unités glucose constituant I’oligosaccharide, la hauteur restant constante (7,9 A) (Figure I1I-

1) [32].

Cavité interne x A

hydrophobe )

Couronne externe

Y ' 1 hydrophile
9 4 ;-q‘ 1/
a-cyclodextrine x=49-57A
n=2 B-cyclodextrine x=62-78A
n=3 y-cyclodextrine x=79-95A

Figure III- 1 : Structure chimique et dimensions des cavités de I’a-, de la 3- et de la y-cyclodextrine.

Tous les hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3) sont situés sur le coté le plus grand du
cone alors que les hydroxyles primaires (OH-6) sont localisés sur le petit coté. La présence de
ces groupements hydroxyle sur les deux bords de la couronne confére a la partie extérieure de
la CD un caractere hydrophile (surface en contact avec le solvant), alors que I'intérieur de la
cavité, tapissée d’atomes d’hydrogéne (H-3, H-5) et de I’oxygene inter-glycosidique est

hydrophobe (surface en contact avec la molécule invitée) [29].
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La nature apolaire de la cavité des cyclodextrines lui permet de jouer le role de
molécule hote pour des invités polaires ou non, que ce soit des petites molécules ou des
polymeres pour former des complexes d’inclusion « hote-invités » [16, 33].

La structure cristalline des complexes d’inclusion des CDs peut étre classifiée sous

trois catégories : structures « multicouche », « cage » et « chaine » (Schéma III-1) [34].

A NN/

>
g%g \/H\\\f

(a) (b) (c)

\
/
\

Schéma III- 1 : Représentation schématique des structures cristallines de type :(a) cages, (b)
multicouches et (c) chaines [35].

La structure cristalline de type « cage » est souvent obtenue lors de I’inclusion de petites
molécules dans la cavité des cyclodextrines, alors que 1’arrangement de type « chaine » est
plutot obtenu avec des invités ioniques. Dans ce cas, les molécules d’a-CD se plaquent pour
former des colonnes infinies avec un arrangement linéaire. Deux possibilités d’arrangement
sont proposées pour les cyclodextrines : un arrangement de type « téte-téte » ou de type « téte-
queue ». Dans la structure de type « téte-téte » les hydroxyles secondaires (OH-2 et OH-3)
sont liés par des interactions hydrogéne. Alors que dans la structure de type « téte-queue » ce
sont les hydroxyles primaires d’une molécule de CD qui sont liés aux hydroxyles secondaires

d’une autre molécule de CD via des interactions hydrogene.

1.2 Quelques exemples de la littérature

Prud’homme et son équipe ont développé un systéme associatif & base d’acide
polyacrylique hydrophobiquement modifi¢ (HMPAA) [36, 37]. Afin de moduler les
propriétés rhéologiques de ce systtme de facon controlée, ils ont eu recours aux
cyclodextrines. D’une part, des cyclodextrines libres ont été ajoutées au HMPAA pour
dissocier les interactions hydrophobes et baisser la viscosité du réseau physique. D’autre part,
des cyclodextrines ont été greffées sur une chaine macromoléculaire d’acide polyacrylique
(CDMPAA) afin de les mélanger aux HMPAA, formant ainsi un systéme associatif de type

hote-invité ayant des viscosités plus €élevées que celles du réseau HMPAA seul (figure I11-2).
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(@)

Figure III- 2: Représentation schématique de I’association entre les HMPAA seuls (a) et les mélanges
HMPAA/CDMPAA (b) [36, 37].

L’¢étude de I’ajout des cyclodextrines libres sur le réseau physique HMPAA a été
réalisée avec des a-CDs et des B-CDs. Dans les deux cas, a-CD et B-CD, une baisse
importante de la viscosité¢ et des modules dynamiques a été observée. La variation de la
viscosité en fonction des différents équivalents de cyclodextrine ajoutés par rapport au

HMPAA est représentée sur la figure I11-3.

0
w
o
E
3

o w-CD

B Tt - T o B-CD

0 1.0 2.0 3.0 4.0

Male ratio of CO/Mydrophobs

Figure III- 3 : Variation de la viscosité en fonction de la quantité de a-CD et -CD ajoutée a un
systeme de HMPAA hydrophobiquement modifié par 0,5 % (molaire)de chaines en C18. (Gradient
de vitesse fixé a 20 s)[37].

La viscosité atteint un plateau pour 1’ajout de 1 équivalent de cyclodextrine, ce qui
indique que les interactions hydrophobes ont été totalement dissociées, sachant que la
viscosité du PAA non modifi¢ hydrophobiquement a une viscosité de 3,9mPa.s. Par contre, la

différence entre I’a-CD et la f-CD n’a pas été développée dans ce travail.
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A notre connaissance, il n’existe pas d’autres études décrites dans la littérature mettant
en ¢évidence une différence de comportement entre les a-CDs et les B-CDs via-a-vis des
polymeres hydrophobiquements modifiés.

Une ¢étude d’ajout de cyclodextrines libres sur un systeme associatif a base de
polysaccharides ayant des applications potentielles dans le domaine biomédical a été réalisée
par I’équipe de Bo Nystrom [14]. Cette étude montre que 1’ajout de B-CD a un réseau
d’alginate hydrophobiquement modifié¢ par des chaines alkyle en C8 (HM-alginate), peut
moduler les propriétés physico-chimiques, conduisant a une baisse de la viscosité et des
modules dynamiques (Figure III-4). L’alginate est un copolymére anionique composé de

résidus d’acide B-D-mannuronique et d’acide a-L-guluronique.
=) : i\
N\
f + >N

l g ) |
v f
Figure III- 4 : Représentation schématique du systéme associatif avant et aprés introduction des
cyclodextrines libres.

L’effet de I’ajout des B-CDs sur 1’alginate modifi¢ (HM-alginate) a été étudié par
turbidité, rhéologie et diffusion des neutrons aux petits angles. La figure III-5 montre la
variation des modules ¢lastiques et visqueux en fonction de la concentration en B-CD pour
une solution d’HM-alginate et pour une solution d’alginate natif. On n’observe aucun effet de
I’ajout de la B-CD sur les modules élastiques et visqueux de 1’alginate natif. En revanche, le
comportement ¢lastique du systéme hydrophobiquement modifié varie en fonction de la
concentration en B-CD. La diminution du comportement €lastique s’explique par la baisse des
jonctions entre les chaines de ’HM-alginate, ce qui montre la désactivation des groupements
hydrophobes du polymeére via la formation des complexes d’inclusion entre ces groupements

et la cavité de la B-cyclodextrine.
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Figure III- 5 : Variation des modules élastiques, G, et visqueux, G’’, en fonction de la concentration
en B-CD pour une solution d’alginate hydrophobiquement modifié a 20g/L[14].

L’analyse par diffusion des neutrons aux petits angles (SANS) a montré dans cette
¢tude que I’augmentation de la concentration en B-CD libre conduit a I’augmentation de la

longueur de persistance (L,, A) et a la baisse de la longueur de corrélation (& A) du réseau

(figure I11-6).

200 LA R — 13
.
150 4
L12
< | -
2100 4 5
-— 11
50 4
T v T T T T T v T T 1U
0 2 4 6 8 10

Concenfration of f-cyclodextrin {(mmolal)

Figure III- 6 : Influence de la concentration en B-CD sur la longueur de persistance L, et sur la
longueur de corrélation & [14].

Lorsque I’HM-alginate est dissout dans 1’eau, il existe une compétition entre les
répulsions électrostatiques et les interactions attractives hydrophobes qui gouvernent les
propriétés physiques de ce type de systéme. L’addition de cyclodextrines libres favorise
I’augmentation des forces répulsives et conduit a I’extension de la chaine macromoléculaire
(augmentation de L,). La baisse de la longueur de corrélation refléte une baisse des
associations hydrophobes permettant la réorganisation du systétme en un réseau 3D plus

homogene et plus dense (figure I11-3).
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Une autre étude d’interaction entre la cyclodextrine et un mélange de polymere
(hydroxyéthylcellulose JR400) et de tensioactif (dodecyl sulfate de sodium SDS) a été
réalisée par Alexandridis et son équipe [38]. Le mélange JR400-SDS en solution aqueuse
montre des viscosités dépendant de la concentration en SDS (figure III-7a). Lors de ’addition
de cyclodextrines libres, a-CD et -CD, la viscosité du mélange se trouve modifiée (figure II1-

7b).

(a) (b)

1% JR400 + SDS
| —

10

10°

L

e

7% JRS]
'
2.8mM SD35
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4 mpw

2.5mM SDE fie-CD | o
2.5mM SD8 /B-CD
1.0mM SDS -G
1.0mM 503 3-C0

1% JR \

1 amkd S80S {
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Figure III- 7 : Variation de la viscosité d’une solution de JR400 a 10g/L en fonction de la
concentration en SDS (a). Variation de la viscosité d’un mélange JR400 + ImM SDS et JR400 +
2,5SmM SDS en fonction de la concentration en a- et - CD (b).

L’addition de tensioactifs SDS a été effectuée a des concentrations de SDS inférieures
a la CMC (=8 mM). A ces concentrations, un réseau tridimensionnel est formé via des
interactions électrostatiques (JR400 cationique et SDS anionique) et hydrophobes entre les
molécules de tensioactif (TA). C’est la formation de ce réseau tridimensionnel qui conduit a
I’augmentation de viscosité conduisant a un gel physique (figure II1-7 (a)).

L’addition d’a- ou de B cyclodextrines a un mélange JR400-SDS conduit a une baisse
de la viscosité due a la désactivation des interactions hydrophobes. Le réseau tridimensionnel
formé par I’introduction de SDS est détruit au fur et a mesure que la concentration en CDs
augmente. A partir de la figure I11-7 (b), on observe que la viscosité atteint un plateau dont la

valeur correspond a la viscosité du JR400 a 10g/L en absence de SDS.
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Schéma III- 2 : Représentation schématique des interactions entre les polyméres cationiques, les
tensioactifs anioniques et la cyclodextrine conduisant a la modulation des propriétés rhéologiques
observées : (a) association des tensioactifs avec le polymére conduisant a un réseau 3D ; (b)
Formation du complexe d’inclusion entre la CD et la partie hydrophobe du tensioactif conduisant a
la dissociation de ’hydrogel physique et a la baisse de la viscosité [38].

Aucune différence significative n’a été¢ observée entre le comportement de 1’ a-CD et
celui de la B-CD en présence de ImM de SDS. Par contre, pour 2,5mM de SDS, la B-CD
semble étre plus efficace que 1’a-CD (figure III-7 (b)). Tsianou et Alexandridis on discuté la
formation du complexe TA:CD dans cette étude. Ils reportent que les TA peuvent étre inclus
dans la cavité des cyclodextrines selon deux schémas :

CD + SDS « CD " SDS (constante d’équilibre K;)

CD + CD " SDS «» (CD); " SDS (constante d’équilibre K5)
Dans le cas du SDS, les valeurs des constantes d’équilibre données par la littérature sont les
suivantes [39] :

Pour a-CD K; = 21000 mol"'dm’ et K, = 18000 mol™'dm’

Pour B-CD K; =21000 mol'dm? et K, =210 mol 'dm?

Ces valeurs indiquent que dans le cas du complexe SDS-B-CD, la constante K; est largement
supérieur a la constante K;, ce qui indique que la steechiométrie prédominante du complexe
est de I’ordre de 1:1. Dans le cas du complexe SDS-a-CD, la constante K; est proche de la
constante K», ce qui suggere la présence des deux steechiométries 1:1 et 2:1.

Dans la figure III-7 (b), Tsianou et Alexandridis trouvent que la steechiométrie apparente pour
les B-CD est de = 1:1,3 pour ImM de SDS et = 1:1,7 pour 2,5mM de SDS. Ces résultats
montrent que 70% des SDS forment un complexe 1:1 avec la CD et 30% forment un

complexe 2:1 dans le cas de ImM. Pour 2,5mM de SDS, 70% des SDS forment un complexe
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2:1 et 30% forment un complexe 1:1. Par contre, les mesures effectuées par rhéologie ne
permettent pas de différencier entre 1’efficacité de I’a-CD et la -CD.

Dans notre étude, I'introduction des cyclodextrines libres dans le réseau physique
formé par les interactions hydrophobes entre les greffons alkyle de la chaine
macromoléculaire pourrait apporter des modifications des propriétés physico-chimiques du
systeme associatif. Comme montré sur la figure II1-4, les CDs libres vont complexer les
chainons hydrophobes greffés sur le HA et détruire le réseau tridimensionnel. Nous avons
donc comparé, I’effet de I’a-CD et de la B-CD sur les propriétés rhéologiques du systéme
associatif HA-alkylé. Nous avons par ailleurs cherché a relier les propriétés observées aux
différents processus de complexation impliquant les cyclodextrines et les greffons
hydrophobes grace a des expériences de titration micro-calorimétrique isotherme (ITC) et de
modélisation moléculaire. Ces expériences nous permettront, d’expliquer en partie la
formation des complexes 1:1 ou 2:1 tel que 1’avait proposé¢ Alexandridis dans son étude

décrite précédemment.

.3 Etude de la complexation des chainons hydrophobes par les
CDs (a et p) par titration micro-calorimétrique isotherme (ITC).

L’ITC permet d’accéder aux parameétres thermodynamiques de I’interaction entre un
ligand (L) et un récepteur (R). Cette technique consiste donc a ajouter des quantités
progressives de ligand a la solution de macromolécule et a mesurer 1’énergie libérée ou
absorbée. Le tracé de la chaleur mise en jeu en fonction de la proportion de ligand ajouté
donne des courbes de titration, qui permettent d’en déduire la constante d’association, K,,
(comprise entre 10* et 10° M), la steechiométrie de I’interaction, n, (nombre de sites
impliqués dans I’interaction) et I’enthalpie de complexation, AH.

Dans le cas ou un ligand (L) interagit avec un récepteur (R) pour donner un complexe
[RL] de steechiométrie 1:1, on a la constante d’association, K,, qui est reliée aux
concentrations des especes a 1’équilibre :

= _[RL] éq III- 1
([RIx[L])
Avec : [L] la concentration en ligand, [R] la concentration en récepteur et [RL] la

concentration en complexe.

Dans les processus de reconnaissance moléculaire, particuliérement dans les systémes

supramoléculaires biologiques, le phénomeéne de coopérativité joue un réle central. Dans le
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cas des CDs sous forme de monomeres, les interactions faibles stabilisant les complexes
d’inclusion ne sont pas toujours coopératives par nature et peuvent agir de facon
indépendantes.
La formation d’un complexe d’inclusion a base de cyclodextrine en milieu aqueux
implique [40]:
e La pénétration de la partie hydrophobe de la molécule invitée dans la cavité de la
CD et donc la déshydratation de la molécule organique invitée.
e La libération de molécules d’eau présentes naturellement dans la cavité de CD
[41].
e Le changement de conformation de la molécule de CD da a la complexation
[32].
Des expériences d’ITC ont été effectuées a partir des solutions d’acide hyaluronique
hydrophobiquement modifi¢ HA8C10-600 par les cyclodextrines a-CD et B-CD. Par la suite,
nous avons ¢étudié de plus pres la complexation entre les CDs et les groupements alkyle. Pour
cela, nous avons choisi d’étudier les groupements octyle, décyle et dodécyle sulfate de sodium

pour mimer les chainons hydrophobes avec 8, 10 et 12 atomes de carbone.

1.3.1 Complexes d’a- et B-CD avec le polymére.

Nous avons représenté sur la figure III-8 la titration des solutions d’acide hyaluronique

hydrophobiquement modifi¢ HA8C10-600 par les cyclodextrines a-CD et f-CD.

Iy

A «-CD et p-CD

Figure III- 8 : Représentation schématique d’une titration d’une solution de polymére HA8C10-600
par une solution d’a-CD et f-CD.

La figure I11-9 montre les thermogrammes obtenus lors de la titration d’une solution de

HAS8C10-600 pour une solution d’a- ou B-CD.
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Figure III- 9 : Titration calorimétrique d’une solution polymére HA8C10 par (a) I’a-CD avec [a-
CD]=(8mM) et [HA8C10]=(5g/L) et par (b) la B-CD avec [B-CD] = (20mM) et [HA8C10]=(10g/L)
dans I’eau a 25°C. Expériences avec le calorimétre VP-ITC de Microcal.

L’aire de chacun des signaux correspond a la quantité d’énergie libérée (exothermique)
lors d’une addition de solution de cyclodextrine a une solution de polymere. Cette énergie est
reliée au nombre de complexes B-CD/chaine C10 qui se forment. Au début de la titration, les
pics ont une amplitude élevée ce qui s’explique par la formation d’un nombre important de
complexes. En effet, les chalnons hydrophobes greffés sur le polymére se lient a la
cyclodextrine en large exces a ce stade de la titration. A la fin de la titration, tous les chainons
hydrophobes disponibles sont complexés par la cyclodextrine et les pics observés
correspondent alors a I’effet de dilution du ligand. Néanmoins, 1’absence claire de point
d’inflexion sur ces deux thermogrammes, ne permet pas de faire un ajustement fiable des
courbes par les différents modéles proposés pour obtenir les parameétres thermodynamiques.
Afin d’obtenir des courbes plus représentatives de la complexation, il aurait été intéressant
d’augmenter la concentration du polymere et des cyclodextrines. Malheureusement, pour des
problémes de viscosité élevée des solutions de polymeére et pour des raisons de limitation au
niveau de I’appareillage, cela n’a pas été réalisable (cf chapitre I'V).

Afin de pouvoir mieux comprendre les propriétés de complexation des chaines alkyle, nous
avons donc décidé d’utiliser des tensioactifs avec 8, 10 et 12 atomes de carbone. Ainsi, nous
pensons mimer la complexation avec les cyclodextrines et les chainons hydrophobes greffés

sur le polymere.
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.3.2 Complexes d’a- et de B-CD avec les tensioactifs.

Plusieurs travaux décrits dans la littérature ont été consacrées a 1’étude de la

complexation entre des tensioactifs et des cyclodextrines. Il existe une grande divergence

entre les résultats selon la méthode d’analyse utilisée. Nous avons regroupé dans le tableau

III-1 ces différents résultats.

Tensioactifs Cyclodextrines Techniques d’analyse Ky M) |[Ko; v
B-CD . . 356 -
SDOS (C2H25SO4Na) Conductimétrie [42]
a-CD 111 -
SDOS (Ci2H25S04Na) B-CD Conductimétrie [43] 210 -
SOS (C8H17SO4Na) 565 -
SDES (C;oH2;SO4Na) B-CD Conductimétrie[44] 2310 -
SDOS (C12H25804Na) 7230 -
SOS (CgH;7SO4Na) 1610 -
SDES (CyoH2;SO4Na) B-CD Conductimétrie [45] 5400 -
SDOS (C12H25804Na) 6600 -
SDOS (C2H,5S0O4Na) B-CD Tension de surface [46] [3200-18000 -
SDOS (Ci2H25S04Na) B-CD Tension de surface [47] 3630 -
B-CD Electrodes spécifiques au 21000 210
SDOS (C12H25SO4N&) .
a-CD tensioactif [39] 21000 18000
SOS (C8H17SO4N3) 2560 13
SDES (CyoH»;SO4Na) B-CD Fluorescence [48] 8750 58
SDOS (C;2H258S04Na) 25600 200
SDOS (C2H,5SO4Na) B-CD UV visible [49] 18500 -
B-CD 26800 440
SDOS (C2H,5S04Na) Fluorescence [50]
a-CD 43000 -
SOS (C8H17SO4N8.) 780 -
SDES (C;oH2;SO4Na) B-CD RMN [51] 7000 41
SDOS (C;2H258S04Na) 49000 100
SOS (CsH7SO4Na) 343 -
B-CD RMN [52]
SDES (C10H21SO4Na) 2240 -

133



Modulation des propriétés physico-chimiques des dérivés alkylés du HA

SOS (CsH7SO4Na) o ) 1210 -
Titration micro-
SDES (C10H21SO4Na) B-CD . . 3446 -
calorimétrique [53]
SDOS (C12H25SO4N’¢1) 8150 -

Tableau III- 1 : Données de la littérature concernant la complexation des chaines d’alkyle sulfate et
les cyclodextrines a et .

Le tableau récapitulatif des données de la littérature, concernant la complexation des
cyclodextrines avec les tensioactifs d’alkyle sulfate de longueur C8, C10 et C12, montre la
divergence des résultats méme pour une méme technique d’analyse. Une seule étude a été
effectuée par titration micro-calorimétrique isotherme pour la B-CD mais aucune étude n’a été
effectuée sur I’a-CD par ITC a notre connaissance.

Nous avons donc réalisé des expériences d’ITC en titrant des solutions d’ a-CD et de B-CD
par des tensioactifs modeles de longueurs de chaine C8 (SOS), C10 (SDES) et C12 (SDOS).
Les concentrations en ligand et en récepteur utilisées ont été ajustées en fonction de la
constante d’association et de la concentration micellaire critique (CMC) des tensioactifs
(Tableau III-2) [54]. Cette concentration correspond a la valeur a partir de laquelle les

tensioactifs se regroupent pour former des agrégats micellaires.

C8 (SOS) | C10 (SDES) [ C12 (SDOS)
CMCmM | 134 33 8,3

Tableau III- 2 : Concentrations micellaires critiques CMC pour les tensioactifs utilisés dans ’eau a
20°C [54].

La figure I1I-10 montre les thermogrammes de titration des solutions de cyclodextrines

par les tensioactifs d’alkyle sulfate.
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Figure III- 10 : Titration calorimétrique de solutions d’a et de B-CD par des tensioactifs alkyle
sulfate ayant des chaines en C8, C10 et C12 dans I’eau a 25°C. Expériences effectuées avec le

calorimetre VP-ITC de Microcal.

A partir de ces figures, nous pouvons observer que l’energie libérée lors de la

complexation est beaucoup plus importante dans le cas des a-CDs que dans le cas des B-CDs

utilisées a des concentrations molaires lors des titrations. Afin de comparer ces différents cas

de complexation, les grandeurs thermodynamiques caractéristiques des complexations entre

les différents tensioactifs et les cyclodextrines a et  (tableau III-3), ont été calculées a partir

des thermogrammes en utilisant un mod¢le simple a un site.
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K, .10 AH TAS
Ligand Récepteur n "
™M) (kJ/mol) |(kJ/mol)|

SOS (CsH17SO4Na) aCD  [0,41+0,02|1,57 £ 0,02}-79,75 + 0,25] -55,55
(4mM) (1mM)

SDES (CjoH2;SO4Na)l aCD 0,35+ 0,02|3,07 £ 0,16}-77,24 + 0,83 -51,56
(4mM) (1mM)

SDOS (Ci2H25SO4Na)|  oCD 10,39+ 0,02]7,71 = 0,90}-83,22 + 1,25| -54,81
(4mM) (1mM)

SOS (CsH7SO4Na) BCD |1,124+0,02]0,21 + 0,02} -8,50 + 0,19 +10,51
(40mM) (4mM)

SDES (CyoH2;SOsNa)] BCD 0,91+ 0,02]0,80 + 0,03[-8,93 + 0,09 | +13,32
(10mM) (1mM)

SDOS (C1,H25S04Na)l  BCD 0,91+ 0,02f1,22 £ 0,06}-12,72 + 0,12 +10,58
(10mM) (1mM)

Tableau III- 3 : Grandeurs thermodynamiques obtenues a partir d’expériences d’ITC en titrant des
solutions d’a et de B-CD par des tensioactifs SOS, SDES et SDOS a 25°C dans I’eau.

Si I’on compare I’a- et la B-CD, on constate une contribution enthalpique défavorable
dans le premier cas et favorable dans le second. On peut aussi voir que la contribution
entropique est plutot défavorable dans le cas de la complexation par 1’a-CD, alors que celle-ci
est plutdt favorable dans le cas de la B-CD. Comme nous allons le développer, ces différences

reflétent des processus de complexation différents pour I’a-CD et la B-CD.

Complexation par la B-CD : Les valeurs de n sont proches de 1, ce qui suggere la

formation de complexes 1:1, ¢’est-a-dire qu’une cavité de B-CD interagit avec une molécule
de tensioactif. La différence entre la valeur théorique de 1 et les valeurs expérimentales qui
sont plus faibles peut étre attribuée au fait que les B-CDs ne sont pas toutes disponibles pour
la complexation, du fait d’une légére agrégation des B-CDs en milieu aqueux a ces
concentrations. Celle-ci résulte vraisemblablement de 1’établissement de liaisons hydrogeéne
entre les couronnes externes hydrophiles des B-CDs.

Les valeurs des constantes d’association K, permettent de montrer que la complexation est
plus stable pour les longueurs des chaines les plus élevées (SOS < SDES < SDOS).

Complexation par I’a-CD : Les valeurs de n sont voisines de 0,5, ce qui indique qu’il

se forme des complexes 2:1 (CD : TA), c’est-a-dire que deux cavités d’a-CD interagissent
avec une molécule de tensioactif. Les valeurs des constantes d’association, K,, permettent de

montrer que la complexation est plus stable pour les longueurs des chaines les plus élevées
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(SOS < SDES < SDOS). De plus, ces valeurs sont plus importantes que dans le cas des B-CD,
ce qui indique une association « plus stable » entre les tensioactifs alkyle sulfate et les a-CDs,
du fait notamment, de la présence de deux cyclodextrines sur la chaine alkyle.

Dans ce cas, la formation des complexes est de nature enthalpique. La contribution
entropique défavorable pourrait étre liée a la présence de 2CDs sur la chaine alkyle, limitant
leur mobilité.

Des mesures inverses consistant a titrer des solution de tensioactif par les

cyclodextrines, ont été réalisées afin de confirmer ces résultats (Schéma I11-3) :

(A

0-CD; B-CD

O\ Tensioactif

Schéma III- 3 : Représentation schématique de ’addition d’a- et de B-CD sur les différents
tensioactifs SOS, SDES et SDOS.

Les thermogrammes correspondants sont donnés dans la figure ITI-11.
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Figure III- 11 : Titration calorimétrique des solutions d’alkyle sulfate de longueurs C8, C10 et C12
par les a et B-CD dans I’eau a 25°C. Expériences avec le calorimétre VP-ITC de Microcal.

La plupart des courbes de titration (A,B,D) présentent un profil inhabituel avec une intensité

des pics plus faible lors des premiéres titrations. Ce phénoméne n’est pas un artéfact et est

reproductible. Différents modéles ont été testés pour ajuster les données expérimentales mais

les résultats obtenus ne sont pas concluants. Seules les données des titrations E et F ont pu

étre exploitées en utilisant un modele simple a un site (tableau II1-4). Les valeurs trouvées

sont assez cohérentes par rapport a la titration inverse.

K, .10™ AH TAS
Récepteur Ligand n "
M) (kJ/mol) |(kJ/mol)|
SOS (C8H17SO4N8.) oCD
(4mM) (1ImM) i i i i
SDES (C10H21SO4Na) oCD
(4mM) (1mM) ) i ) )
SDOS (Cj2H25SO4Na) | aCD
(4mM) (1mM) ) i ) )
SOS (CgH7SO4Na) BCD
(40mM) (4mM) ) i ) )
SDES (C;oH;;SO4Na) BCD [1,43 +£0,01} 0,845 +0,071 | -6,86 £0,10 | +15,57
(10mM) (1mM)
SDOS (Ci,H5SO4Na) | BCD (0,92 £0,01] 0,803 +0,058 | -9,66 +0,13 | +12,58
(10mM) (1mM)

Tableau III- 4: Grandeurs thermodynamiques obtenues par des expériences d’ITC en titrant des
tensioactifs SOS, SDES et SDOS par des solutions d’a et B-CD par a 25°C dans I’eau.

138



Modulation des propriétés physico-chimiques des dérivés alkylés du HA

Ces résultats, méme s’ils n’ont pas permis d’aboutir a des données thermodynamiques
pour la série a, semblent indiquer que le phénomeéne de complexation des chaines alkyle par
les CDs, en particulier pour I’a-CD, est assez complexe du fait de la présence des complexes
2 :1. En effet, la double inclusion implique une certaine cinétique de complexation. De plus,
celle-ci peut avoir lieu selon plusieurs processus de complexation. Comme schématisé ci-
dessous, une premicre cyclodextrine peut venir s’enfiler sur la chaine et celle-ci entraine

I’enfilement de la seconde (Schéma III-4).

Schéma III- 4 : Différentes possibilités d’enfilement de la chaine tensioactive dans la cyclodextrine.
Afin de pouvoir répondre au choix d’enfilement nous avons simulé ces différentes
possibilités d’enfilement par modélisation moléculaire et nous avons réalisé des expériences
de RMN mono- et bi-dimensionnelles. Une recherche bibliographique sur des études déja

réalisées a aussi €té effectuée et seront présentées en introduction de la partie « modélisation

moléculaire ».

1.4 Etude de la complexation des tensioactifs par les a et fCD
par RMN.

Le principe de base de 1’étude par RMN des complexes d’inclusion CDs-invités repose
sur I’étude des variations des valeurs de déplacements chimiques (8, ppm) des signaux de la
molécule invitée et de la molécule hote. Lorsque 1’on est en présence d’un complexe, les
modifications de la densité électronique locale a I’intérieur de la cavité sont créées par la
molécule invitée, entrainant des variations des déplacements chimiques de certains protons
des CDs. Les protons H3 et HS situés a I'intérieur de la cavité sont les principaux signes de
ces modifications d’environnement électronique (figure I1I-13).

L’étude des variations de déplacements chimiques en RMN 'H monodimensionnelle est
un premier indice de la complexation, mais pour pouvoir étudier plus précisément 1’inclusion
et éviter les erreurs d’interprétations, il est nécessaire de recourir a des expériences de RMN

bidimensionnelles fondées sur les corrélations par couplage dipolaire homonucléaire

(ROESY).
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La séquence ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY) permet de
mettre en évidence les noyaux de méme nature proches spatialement sans étre couplés
scalairement. Ainsi, l'utilisation de cette séquence pour 1’é¢tude des complexes de CDs permet
de lever les ambiguités quant aux noyaux mis en jeu dans le processus d'inclusion.
L’observation de pics de corrélations ROE entre les protons de la molécule hote et ceux de la
molécule invitée permettra de montrer les proximités spatiales intermoléculaires, et donc, de
mettre en évidence la formation du complexe. Un effet secondaire du ROESY étant le
transfert du relais, des expériences T-ROESY ont été utilisées.

Comme nous avons pu le voir dans le tableau récapitulatif des données de la littérature
concernant 1’association des complexes CD-TA, il existe de nombreuses études qui ont été
réalisées mais souvent les résultats sont divergents [46, 55, 56]. Il a fallu attendre des
techniques plus récentes telles que les mesures de conductivités, tensions de surfaces,
fluorescence et la RMN pour obtenir des données cohérentes [39, 46, 55]. La RMN a souvent
été utilisée pour la détermination de la constante d’association des tensioactifs et CDs [57-59].

Les données RMN obtenues par des expériences telles que les expériences NOE, les
constantes de couplage des spins voisins et les déplacements chimiques fournissent des
informations sur la structure du complexe en solution. Néanmoins, les spectres ROESY sont
ceux qui contiennent le plus d’informations concernant la structure du complexe [60].

Funasaki et al. ont publié plusieurs travaux sur I’étude de I’inclusion de tensioactifs de
type bromure de triméthylammonium (C6, C8, C10 et C12) dans les cavités de cyclodextrine
par des expériences RMN bidimensionnelles [60, 61]. Ils ont ainsi pu montrer que pour des
tensioactifs en C12, deux cyclodextrines pouvaient s’enfiler. Selon leurs résultats, les
tensioactifs sont incorporés dans une premicre phase par le plus large c6té de la cyclodextrine.

Dans la mesure ou la téte polaire peut avoir une influence sur le phénoméne de
complexation et de fagon a avoir une vision globale des différents complexes étudiés par ITC,
nous avons examiné le processus de complexation a 1’aide d’expériences de RMN'H
monodimensionnelles classiques et bidimensionnelles de type T-ROESY.

Les spectres RMN proton monodimensionnels de 1’a-CD et de la B-CD sont

représentés sur la figure I11-12.
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Figure III- 12 : Spectres RMN 'H de I’a-CD et de la B-CD (400MHz, 25°C, 3mM, D,0).

H4_ H5 H5 _ H4
H, Hs Hs H,

Figure III- 13 : Représentation des protons internes et externes de la cyclodextrine.

Les spectres RMN'H 1D des tensioactifs SOS, SDES et SDOS sont représentés sur la
figure I11-14.
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Figure III- 14 : Spectres RMN "H des différents tensioactifs alkyle sulfate (400MHz, 25°C, 6mg/mL,
D,0).

.4.1 Inclusion des chaines de tensioactif SOS (C8) dans la cavité
des a-CD.

La figure I1I-15 montre les spectres RMN'H 1D du tensioactif et de la cyclodextrine

libres en solution, ainsi que les mélanges a-CD : C8 avec des rapports 1 :1 et 4 :1.
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Figure III- 15 : Spectres RMN 'H (400MHz, 25°C, D,0) du (a) tensioactif SOS (C8) a 6mg/mL ; (b)
I’a-CD a 3mM ; (c) mélange a-CD-C8 avec un rapport 1:1 3mM : 3mM) ; (d) mélange a-CD :C8
avec un rapport 4:1 (12mM : 3mM).

Les spectres obtenus pour un rapport 1:1 (CD:C8) montrent des variations des
déplacements chimiques du CHj terminal du tensioactif ainsi que des CH, de la chaine. Le
CH; proche de la téte polaire (4,05ppm) subit également une variation de déplacement
chimique. Ces variations sont le premier indice de la complexation. On peut par ailleurs, noter
des variations similaires pour les protons de la chaine pour les deux rapports CD/Chaine. Ceci
semble indiquer une simple inclusion de la chaine du tensioactif dans la cavité¢ de
cyclodextrine. En effet, si une deuxiéme cyclodextrine était enfilée sur la chaine, on devrait
observer une différence plus significative entre les deux rapports (comme nous le verrons plus
tard pour le cas des C10 et C12).

Ces conclusions préliminaires semblent étre confirmées par les expériences T-ROESY et
suggerent qu’il y aurait une seule cyclodextrine enfilée sur la chaine de tensioactif en C8

(figure I11I-16 et 17).
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Figure III- 16 : Carte T-ROESY (400 MHz, 25°C, D,O, 3mM en C8 et 3mM en a-CD) du mélange
a-CD : C8 avec le rapport 1:1.

A partir de la carte T-ROESY, nous pouvons voir que les CH, centraux de la chaine C8
interagissent avec les H2 et H4 de la cyclodextrine. Dans la mesure ou les H2 et H4 sont
situéss a ’extérieur de la cavité de la CD, on peut penser que 1’interaction a lieu avec une CD
voisine, comme illustré dans le (schéma III-5) Par ailleurs, nous ne pouvons pas distinguer si
le CHj; est corrélé avec les H3 ou les H6 de la cyclodextrine, ne permettant pas de connaitre le

sens d’inclusion de la cyclodextrine.

<+« Interactions H2, H4 de la CD avec les CH2 de la chaine du tensioactif

Schéma III- 5 : Représentation schématique de Pinteraction des H2 et H4 de la cyclodextrine avec
les CH,; et les CH; de la chaine du tensioactif.
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1zCD1Cs

Ces résultats nous laissent penser que nous avons une simple inclusion, ou une double

inclusion mais pas trés prononceée.

La carte T-ROESY ci-dessous représente le mélange 4:1 (aCD:C8).

0.5

1.0

1.5+

.0

2.5+

3.0+

3.5

4.0

4.5

5.0 mowrxETS

5.5

iR

i

|

T T T T T T T T T T
5.5 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 Fpm

.
.
W e e b W W W W W W W W@

L P - A R N L

CH;

A

.;,ﬁ

'(*HD) ¥H ‘TH

‘CH'SH'9H

e

Figure III- 17 : Carte T-ROESY (400 MHz, 25°C, DO, 3mM en C8 et 12mM en a-CD) du mélange

a-CD : C8 avec le rapport 4:1.

A partir de cette carte T-ROESY, nous pouvons voir que les H2 et H4 de la CD interagissent

avec les CH; du milieu de la chaine C8 de maniére négligeable avec les CH; terminaux de la

chaine et les CH; en [ de la téte polaire. La faible interaction entre le CH3 et les H4 de la CD

semble indiquer que dans ce cas une 2™ CD est proche de la chaine sans étre totalement

incluse, compte tenu de la faible longueur de la chaine.

Conclusion : Dans le cas de la complexation des chaines de tensioactif en C8 par 1’a-CD, il

semblerait que la double inclusion des cyclodextrines soir difficile a obtenir de maniére stable

du fait de la faible longueur de la chaine. Ceci rejoint les résultats de la calorimétrie qui

indiquent une double inclusion mais avec une constante d’association faible.
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.4.2 Inclusion des chaines de tensioactif SDES (C10) dans la

cavité des a-CD.

La figure I1I-18 montre les spectres RMN'H du tensioactif et de 1’a-cyclodextrine

libres en solution, ainsi que les mélanges a-CD : C10 avec des rapports 1 :1 et 4 :1.

laCD:1C10 7

, Ha FE
a CD b ;
i (C: 2) 39 E CHs
C10 (CH'?)Z .|
| A

Figure III- 18 : Spectres RMN 'H (400MHz, 25°C, D,0) du (a) tensioactif SDES (C10) a 6mg/mL ;
(b) ’a-CD a 3mM ; (c) mélange a-CD-C10 avec un rapport 1:1 3mM : 3mM) ; (d) mélange a-
CD:C10 avec un rapport 4:1 (12mM : 3mM).

Pour le rapport 1:1, nous pouvons observer une 1égére variation du déplacement chimique du
CH; en a de la téte polaire mais du CHj de la chaine du tensioactif. On observe une dispersion
des signaux des CH, des I’ajout de 1 équivalent d’a-CD mais celle-ci est beaucoup plus
prononcée pour 4équivalents. Ceci qui indique la présence d’environnements différents pour
chaque CH; et est vraisemblablement li¢ a la double inclusion de la cyclodextrine. Les CH; en
a et B de la téte polaire ont subit également une variation de leurs déplacements chimiques ce
qui semble confirmer la double inclusion pour un rapport 2:1.

Cette double inclusion semble étre confirmée par les cartes T-ROESY pour les deux rapports

1:1 et 4:1 (a-CD:C10) représentées sur les figures I11-19 et I11-20.
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Figure III- 19 : Carte T-ROESY (400 MHz, 25°C, D;0, 3mM en C10 et 3mM en o-CD) du mélange

a-CD : C10 avec le rapport 1:1.

Nous pouvons voir d’apres la carte T-ROESY pour le rapport 1:1, I’existence d’une tache de

corrélation entre les H2, H4 de la cyclodextrine et les CH, centraux de la chaine C10. Ce qui

suggere une simple inclusion. Les CH, centraux et en a de la téte polaire semble interagir plus

fortement avec les H6 que les H3, suggérant que le sens d’inclusion de la cyclodextrine se

ferait plutot du coté des H6.

En ce qui concerne la carte T-ROESY du mélange 4 :1 (CD: C10) (figure I1I-20), nous

pouvons voir une dispersion des signaux des CH, centraux de la chaine en C10. Par ailleurs,

on observe des proximités spatiales entre les CH, centraux et les H2, H4 des cyclodextrines

indiquant une interaction de la chaine avec d’autres cyclodextrines. Celle-ci pourrait étre lice

a la présence de quelques especes avec le rapport steechiométrique 1 :1.
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Figure III- 20 : Carte ROESY (400 MHz, 25°C, D,0, 3mM en C10 et 12mM en a-CD) du mélange a-

CD : C10 avec le rapport 4:1.

Conclusion : Dans le cas de D’inclusion des chaines de tensioactif en C10 et 1’a-CD il

semblerait qu’il y a peu de double inclusion de cyclodextrine pour un rapport 1:1 mais pour

un rapport 4:1 il semble évident qu’il y a deux cyclodextrines pour une chaine C10. Ce

résultat rejoint ce que nous avons observé lors des expériences d’ITC.

1.4.3 Inclusion des chaines de tensioactif SDOS (C12) dans la

cavité des a-CD.

en solution, ainsi que les mélanges a-CD : C12 avec des rapports 1 :1 et 4 :1.
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Figure III- 21 : Spectres RMN 'H (400MHz, 25°C, D,0) du (a) tensioactif SDOS (C12) a 6mg/mL ;
(b) ’'a-CD a 3mM ; (¢) mélange a-CD-C12 avec un rapport 1:1 3mM : 3mM) ; (d) mélange a-
CD :C12 avec un rapport 4:1 (12mM : 3mM).

Nous pouvons observer qu’il y a une légere variation des déplacements chimiques des CH; en
a et B de la téte polaire pour le rapport 1 :1. La dispersion des signaux des CH; est observée
des P’ajout de 1 équivalent d’a-CD mais celle-ci est beaucoup plus prononcée pour 4
équivalents. Il semblerait donc que nous avons une double inclusion de la cyclodextrine dans
la chaine C12 méme en présence de 1 équivalent. De plus, pour un rapport 4:1, le CH, en a de

la téte polaire subit un effet de déblindage important, ce qui suggere la double inclusion.

La carte ROESY nous permet aussi de montrer cette double inclusion de la dans une chaine

de tensioactif en C12 (figure I1I-22 et 23).
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Figure III- 22 : Carte T-ROESY (400 MHz, 25°C, D,0, 3mM en C10 et 3mM en a-CD) du mélange
a-CD : C12 avec le rapport 1:1

Nous pouvons voir d’apres la carte T-ROESY pour le rapport 1:1, I’existence d’une trés
légrére tache de corrélation entre les H2, H4 de la cyclodextrine et les CH, centraux de la
chaine C12. Les CH; centraux et en a de la téte polaire semble interagir plus fortement avec
les H6 que les H3, suggérant que le sens d’inclusion de la cyclodextrine se ferait plutot du
coté des Heo.

En ce qui concerne la carte T-ROESY du mélange 4 :1 (CD: C12) (figure I1I-23), nous
pouvons voir une dispersion des signaux des CH; centraux de la chaine en C12 ce qui indique

une double inclusion.
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Figure III- 23 : Carte T-ROESY (400 MHz, 25°C, D,0, 3mM en C10 et 3mM en a-CD) du mélange

a-CD : C12 avec le rapport 4:1

Conclusion : Dans le cas de D’inclusion des chaines de tensioactif en C12 et ’a-CD il

semblerait qu’il y a des doubles inclusion de cyclodextrines pour un rapport 1:1 et un rapport

4:1. Ce résultat rejoint ce que nous avons observé lors des expériences d’ITC.

1.5 Effet de I'ajout de cyclodextrines (@ et #) sur le
comportement rhéologique des différents lots de HA-alkylé.

Dans cette partie, nous allons montrer comment le comportement rhéologique de I’acide

hyaluronique hydrophobiquement modifié¢ peut étre contrélé par 1’addition de cyclodextrines

(a et B) libres.

Les mesures ont été effectuées sur les différents lots HA5C8-600, HA5SC10-600 et

HAS5C12-600 a une concentration de 10g/L dans du PBS a 25°C. Cette étude nous permettra

de vérifier I’effet de 1’addition des cyclodextrines en fonction de la longueur de la chaine
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alkyle. Nous avons ajouté des quantités croissantes de cyclodextrines o et B, allant de 0,5 a 4

équivalents molaires de CDs par rapport aux chaines alkyle greffées sur le polysaccharide.

1.5.1 Ajout des a-cyclodextrines sur les dérivés alkylés HA5C8-
600, HA5C10-600 et HA5C12-600.
La figure I1I-24 montre 1’effet de 1’ajout de quantités croissantes d’a-CD sur le dérivé

alkylé HAS5C8-600.
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Figure III- 24 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement pour le dérivé
HASC8-600 en présence de quantités croissantes en a-CD. La concentration en polymére est de 10g/L
dans du PBS a 25°C.

Comme décrit dans le chapitre précédent, le dérivé HASC8-600 donne une solution de
viscosité inférieure a celle du HA initial. La formation d’agrégats et le repliement de la chaine
polymeére dus a la présence de chaines alkyle hydrophobes seraient responsables de cette
baisse de viscosité. La chaine C8 semble é&tre trop courte pour permettre la formation
prédominante de jonctions inter-chaines observée avec les chaines C10 et C12. L’ajout de 0,5
équivalent de cyclodextrines dissocie partiellement les agrégats, conduisant a la formation de
petit amas d’agrégats. Une baisse de la viscosité par rapport au HA5C8-600 0éqCD est alors
observée (schéma III-6). En ajoutant 1 équivalent de cyclodextrines, les agrégats se
dissocient, de maniére plus efficace, permettant une réorganisation des chaines qui se traduit
par une légére augmentation de la viscosité. Aucune différence significative n’est observable

entre 1, 2 et 4 équivalents de cyclodextrines.
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Schéma III- 6 : Représentation schématique du systeme HASC8-600 avant et aprés ajout de CDs.

La figure III-25 montre I’effet de 1’ajout de quantités croissantes d’a-CD sur le dérivé

alkylé HA5C10-600.
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Figure III- 25 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement pour le dérivé
HASC10-600 avec des concentrations croissantes en a-CD. La concentration en polymére est de

10g/L dans du PBS a 25°C.

Comme décrit dans le chapitre précédent, le dérivé HASC10-600 a un comportement

associatif marqué. Les chainons hydrophobes de longueur C10 s’associent, formant un réseau

tridimensionnel qui se dissocie en augmentant le gradient de cisaillement. L’ajout de 0,5

équivalent de cyclodextrines dissocie légérement ce réseau, conduisant & une baisse de la

viscosité, par rapport au HASC10-600 0¢qCD, tout en conservant un comportement associatif

(schéma III-7). En ajoutant 1 équivalent de cyclodextrines, le réseau tridimensionnel semble

se dissocier conduisant a une viscosité inférieure a celle du HA initial, probablement a cause
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de la formation de « paquets » d’agrégats. Par ailleurs, aucune différence significative n’est

observable entre I’ajout de 2 et 4 équivalents de cyclodextrines.

ks

HA non modifié HA aIker

+ 1éq de CD

i

Schéma III- 7 : Représentation schématique du systtme HASC10-600 avant et apreés ajout de CDs.

d

La figure I1I-26 montre ’effet de 1’ajout de quantités croissantes d’a-CD sur le dérivé

alkylé HA5C12-600.
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Figure III- 26 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement pour le dérivé
HASC12-600 avec des concentrations croissantes en a-CD. La concentration en polymére est de
10g/L dans du PBS a 25°C.

154



Modulation des propriétés physico-chimiques des dérivés alkylés du HA

Des résultats remarquables ont été obtenus avec le dérivé alkylé possédant des
chainons hydrophobes en C12. Ces dérivés décrits dans le chapitre II présentaient des
problémes de solubilisation et de formation d’agrégats. L’ajout de cyclodextrines nous a
permis de mettre en évidence ces agrégats.

En effet, I’ajout de 0,5 équivalent d’a-CD a pour effet d’augmenter la viscosité du dérivé
HA5C12-600, atteignant une viscosité¢ similaire a celle du réseau tridimensionnel du dérivé
HAS5C10-600. Cette augmentation pourrait s’expliquer par la dissociation d’agrégats du
HAS5C12-600 conduisant a la réorganisation du réseau tridimensionnel qui favorise la
formation de nouvelles jonctions interchaines.

L’ajout de 1 et 2 équivalents de cyclodextrines fait baisser la viscosité sans provoquer un
effondrement du réseau tridimensionnel. Ceci serait dii au caractere trop hydrophobe de ce
systéme. Par ailleurs, I’ajout de 4 équivalents de cyclodextrines fait chuter fortement la

viscosité conduisant a la dissociation totale du réseau physique associatif (schéma III-8).

v: ﬂ%{g%\ aP s
dv :‘Q a ‘—/jaé)s&\vg
'Sl SN

Schéma III- 8 : Représentation schématique du systtme HA5C12-600 avant et aprés ajout de CDs.

1.5.2 Ajout des B-cyclodextrines sur les dérivés alkylés HA5C8-
600, HA5C10-600 et HA5C12-600.
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Dans le cas de la B-CD, nous avons obtenus exactement les mémes résultats de
viscosité que pour 1I’a-CD. Dans la mesures ou les courbes sont identiques, nous avons préféré
représenter la variation de la viscosité (pour un gradient de cisaillement de 0,2 s™) en fonction
du rapport [CD]/[chaine alkyle greffée] (figure III-27) pour les trois dérivés HASC8-600,
HAS5C10-600 et HA5C12-600.
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Figure III- 27 : Variation de la viscosité en fonction de la concentration en cyclodextrine pour les
différents dérivés étudiés.

Dans le cas du HA5C8-600, nous pouvons voir qu’il n’y a pas d’effet significatif
d’ajout de la cyclodextrine du fait vraisemblablement de la faible association entre les chaines
en C8 greffées, qui ne permet pas la formation de jonctions efficaces interchaines conduisant
a la formation du réseau tridimensionnel. Le HA5SC10-600 a une viscosité élevée a 1’état
initial, ce qui indique que le réseau tridimensionnel est homogene, et que les associations
hydrophobes sont fortes. Ces interactions sont dissociées par ajout de cyclodextrines et
atteignent un plateau apres 1’ajout d’un équivalent molaire de cyclodextrines.

Pour le HAS5C12-600, I’ajout de 1éq de cyclodextrines, permet de renforcer le caractére
associatif du polymeére, vraisemblablement par « resolubilisation » de certaines chaines
polymeres qui ne participaient pas a la formation du réseau 3D. La dissociation du réseau
apparait aprés 1’ajout de 1 équivalent molaire de CD et ce réseau est détruit pour 4
équivalents. Ce comportement complexe est lié au caractére fortement hydrophobe du
polysaccharide qui le rend partiellement soluble en milieu aqueux.

La figure II1-25 montre par ailleurs que les viscosités obtenues apres 1’ajout de cyclodextrine

en exces tendent vers une valeur commune de ~ 0,1 Pa.s.
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Or, la réaction d’alkylation du HA ne conduit pas normalement a sa dépolymérisation (cf
chapitre II). Ce résultat pourrait donc traduire le fait que ces dérivés du HA alkylés complexés
par des CDs en exces tendent a s’agréger en solution. Ceci se traduit alors par une diminution
de la viscosité par rapport a celle du HA initial.

Enfin, ces résultats montrent aucun différence significative de comportement entre les a- et
les B-CDs et ce, malgré des différences de propriétés de complexation mises en évidence par

ITC (paramétres thermodynamiques) et par RMN (géométrie des complexes).

Des études antérieures au laboratoire, portant sur la complexation entre des dérivés du
chitosane et du HA porteurs d’adamantanes ou de CDs et des molécules de CD ou
d’adamantane libres, montrent une chute de la constante d’association des complexes due au
greffage des molécules hotes ou invitées sur le polymere. Cette baisse de K, est liée a un
terme entropique moins favorable.

Dans le présent travail, on peut penser que le greffage des chaines alkyle sur le HA limite la
formation des complexes 2:1 dans le cas des a-CDs. Dans la figure I11-25, on peut évaluer la
steechiométrie apparente de complexation en utilisant I’approche utilisée par Alexandridis
dans son étude [38]. On obtient ainsi une stecechiométrie apparente de 1 pour les différentes
chaines donnée par le point d’infléction des courbes correspondantes aux chaines en C10 et

C12 (ligne en pointillée sur la figure I11-27).

Ces résultats suggerent donc que dans le cas du polymére, I’a-CD formerait
préférentiellement des complexes 1 :1 avec les chaines alkyle greffées, comme dans le cas de
la B-CD. Par ailleurs, comme évoqué précédemment, le greffage des chaines alkyle sur le
polymeére conduit a une baisse de la constante d’association des complexes. Ceci pourrait
alors expliquer la faible différence de comportement de I’a-CD par rapport a la B-CD
observée vis-a-vis de la complexation avec les dérivés alkylés du HA.

Ces résultats laisse ainsi penser que pour d’éventuelles applications, il serait plus judicieux
d’utiliser la B-CD plus abondante et moins couteuse que 1’a-CD pour moduler la viscosité des
solutions de HA-alkylés.

Nous avons par la suite effectué quelques simulations pour étudier le sens d’inclusion de la

cyclodextrine dans la chaine tensioactive.
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1.6 Etude de la complexation de chaines alkyle en C8, C10 et
C12 par les CD (a et B) par modélisation moléculaire.

De nombreuses études portent sur la détermination de la structure des complexes de
cyclodextrines par analyse des rayons X, RMN ou dichroisme circulaire. Des méthodes
informatiques tels que les calculs par la chimie computationnelle, la mécanique moléculaire et
la dynamique moléculaire fournissent de nombreuses informations pour prédire ou pour
interpréter les propriétés géométriques et €nergétiques des systémes moléculaires. La
simulation par dynamique moléculaire consiste a calculer I'évolution d'un systéme de
particules au cours du temps. Le calcul de 1’énergie de la molécule est étroitement li¢ a sa
structure et a sa conformation. Ces simulations servent de mode¢les structuraux et dynamiques
pour la compréhension des résultats expérimentaux. Malgré cela, aucune étude portant sur la
modélisation moléculaire de complexes a-CD : chaines d’alkyle sulfate n’a été réalisée
auparavant (2 notre connaissance) [62, 63].

Ishikawa et al. ont été les premiers a publier une étude de modélisation moléculaire du

complexe a-CD : dodécyle triméthylamonium de bromure (C12, DTAB) (Figure I11-28) [64].

CH,
|
CH3_'[:CH2}4'{CHE}E'CHz'CHz'rﬂ*"CHa DTAB

H H; g H

i

all H|1 H-::. CH3 HN

Figure III- 28 : structure chimique du DTAB et de I’a-CD [64].

Dans ces travaux, les mouvements moléculaires de I’a-CD sur la chaine dodécyle du
DTAB ont ¢été étudiés par des simulations de dynamique moléculaire. Pour la molécule d’a-
CD, les mouvements rotationnels et translationnels, la déformation du macrocycle ainsi que le

mouvement de I’a-CD le long de la chaine alkylde ont été analysés (Figure I11-29).
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Figure I1I- 29 : Représentation schématique des mouvements translationnels de ’a-CD le long de la
chaine DTAB.

Lors de I’analyse des mouvements translationnels, toutes les liaisons C-C de la chaine
DTAB ont été fixées en conformation trans du plan xy (figure 11I-29). Cette analyse a permis
de montrer que I’a-CD peut bouger le long du plan xy avec différents degrés de mouvement
aléatoire.

Lors de I’analyse des mouvements rotationnels, les six atomes O4 de la molécule d’a-
CD forme un hexagone, I’angle entre le plan xy et le plan vertical de 1’hexagone est noté 6.
Les données de simulations ont montré que la position la plus probable et la plus favorisée

était pour un angle 6 = 27,5° (Figure I11-30a et b).
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Figure III- 30 : Distribution des angles rotationnels a intervalles de 5 degrés (a). Représentation de la
structure du complexe DTAB : a-CD la plus probable sur le plan yz (b).

Les résultats obtenus dans cette étude ont pu étre comparés a une étude d’interaction du

méme complexe par résonance magnétique nucléaire (RMN) [61, 64]. En associant les
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résultats de ces deux études, Ishikawa et al ont représenté sur la figure I11-31 les structures de

dynamique moléculaire les plus probables obtenues par les différentes méthodes de calculs.

Figure III- 31 : Les structures de dynamique moléculaire les plus probables pour le complexe
secondaire (a), le complexe primaire (b), la structure calculée par mécanique moléculaire utilisant un
champ de force CVFF (c), 1a structure calculée par mécanique moléculaire utilisant un champ de
force Amber (d) et la structure du complexe secondaire obtenue par RMN.

L’étude de modélisation moléculaire du complexe a-CD-DTAB est la premiére étude a ce
jour qui porte sur 1I’étude de la complexation de cyclodextrine avec des chaines alkyle par
modé¢lisation moléculaire. Malheureusement, cette étude ne démontre pas la formation du
complexe 2 :1 (CD : DTAB) alors que celles-ci est suggérée dans 1’analyse RMN.

Afin de compléter les résultats obtenus par titration calorimétrique et par RMN, nous
avons décidé d’effectuer une analyse par modélisation moléculaire des différents systémes a-
CD et B-CD avec les tensioactifs C8, C10 et C12. Cette étude nous permettra d’obtenir les
structures les plus probables pour ces différents systemes.
La premicre étape de cette synthése a consisté en la recherche de la position la plus favorable
pour I’inclusion de la chaine tensioactive dans la cavité de la cyclodextrine. Pour cela, nous
avons testé 2 possibilités d’inclusion représentées sur la figure I11-32.
Un des problémes majeurs rencontrés dans 1’étude conformationnelle des biomolécules par
modélisation moléculaire est la prise en compte de I’environnement moléculaire du systéme
étudié, c'est-a-dire dans la plupart des cas le solvant. L’ajout de molécules de solvant a pour
effet d’augmenter considérablement le nombre d’atomes déja important du systéme
moléculaire, ce qui a pour conséquence d’accroitre les temps de calculs. Dans le but de

ramener les temps de calcul a un seuil plus raisonnable tout en conservant des conditions de
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modélisation suffisamment réalistes, les simulations effectuées dans cette étude ce feront dans

le vide sans présence de molécules d’eau.

O
O

Figure I11- 32 : Représentation des 2 possibilités d’inclusion de la chaine alkyle (C10) dans les cavités
des a- et p-CDs sans présence de solvant.

L’¢énergie potentielle du systeme moléculaire et les forces qui s’exercent en son sein
sont décrites par une fonction empirique qui est la somme de différentes contributions
énergétiques (éq I1I-3). Ces contributions énergétiques sont relatives d’une part a la géométrie
interne du systéme (interactions liées), décrivant les élongations des liaisons, les déformations
angulaires et les angles de torsion, et d’autre part aux interactions non liées entre les atomes
séparés par plus de trois liaisons (interactions électrostatiques, interactions de Van der Waals
et liaisons hydrogene). Tout écart géométrique par rapport a une position d’équilibre associée
aux longueurs de liaison, angles de valence et angles de torsion, fait varier ces contributions
internes et se traduit par une augmentation de 1’énergie du systéme. L’énergie du systéme est
donc fonction des positions atomiques. La fonction d’énergie potentielle se présente sous la

forme suivante :

Epot = Einteme T Eexterne = Etiaison T Eangle + Etorsion T Evbw * E¢tec + Etigisonn t+ . ... éq 11I- 2

Chaque configuration représentée sur la figure I11-32 a été équilibrée pendant 500ps.
Nous avons représenté sur la figure suivante les moyennes de 1’energie totale pour chaque

conformation.

161



Modulation des propriétés physico-chimiques des dérivés alkylés du HA

-14

-15
3
£
T [ i e i
g + bCD-C8-q
n
°
©
AT - mmmm oo @BEDMEBM- — — — —— - - m— - - - mm— - — - oo
2 © bCD-C10-t
2 * bCD-C10-q
g * bCD-C12-q

-18 1 - K
LluJ) ¢ bCD-C12-t + aCD-C8-q
[
T
Q
c

| _________ S 3 -C10-q. _ _ _ _ _ _ _ __

ui -19 +aCD-C12-q -aCD-C10-q-
)
=

201 ¢aCD-C10t ¢ aCD-Ca4

¢ aCD-C12-t
-21 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Conformations

Figure III- 33 : Représentation de la moyenne des Energies totales pour les différentes
conformations.

A partir de cette étude, nous pouvons voir que ’état d’équilibre le plus favorable pour la
complexation avec la cyclodextrine semble étre de type téte (t) ; c'est-a-dire que les H6 de la
cyclodextrine sont proche de la téte polaire illustré¢ dans la figure I11-32 (a). Nous pouvons
voir sur le graphique que les chaines les plus longues sont les plus énergétiquement favorables

et que les complexes avec I’a-CD semblent plus stables que les complexes de -CD.

La figure I1I-34 montre les trois conformations les plus favorables issues de la

complexation entre 1’a-CD avec les chaines en C8, C10 et C12.

Figure II1- 34 : Représentation des configurations a I’état d’équilibre pour les complexes (a) a-CD —
C8 de type « téte », (b) a-CD — C10 de type « téte » et a-CD — C12 de type « téte ».
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Par la suite nous avons généré différents systemes de tensioactifs (TA) C8, C10, et C12 avec

I’a-CD et la B-CD pour des complexes 2:1 (CD:TA) qui sont représentés sur la figure I1I-35.

0
o} // 0
\/S\o O\5<
NaO NaG o
o\s//o
ko
NaO

(c)

Figure III- 35 : Représentation schématique des différentes possibilités d’association des complexes
d’inclusion CD : TA (2 :1 téte-téte (a), 2 :1 queue-queue (b), 2 :1 téte-queue (c)).

Chaque configuration a été équilibrée pendant 500ps et nous avons calculé 1’énergie
d’interaction entre les deux cyclodextrines et la chalne tensioactive. Pour chaque
conformation, nous avons calculé la moyenne de 1’énergie totale que nous avons reportée
dans la figure I11-34.

Nous avons nommé « tt» les structures de type téte-téte (figure III-35 (a) ), «qq» les
structures de type queue-queue (figure I11-35 (b) ) et « tq » les structures de type téte-queue
(figure II1-35 (c) ).
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Figure III- 36 : Représentation de la moyenne des Energies totales pour les différentes
configurations.

A partir de cette figure, nous pouvons voir que les structures les plus énergétiquement
favorables sont celles de type « queue-queue ». Nous pouvons noter que les a-CDs forment
des complexes énergétiquement plus stables que les B-CDs et que les complexes avec les
chaines alkyle les plus longues sont énergétiquement plus favorables. Ces résultats sont en
bon accord avec les résultats obtenus en calorimétrie.

La figure III-37 (a, b et c) montre les trois configurations les plus favorables issues de la

complexation entre 1’a-CD avec les chaines en C8, C10 et C12. 2

Figure III- 37 : Représentation des confiurations a I’état d’quilibre pour les complexes (a) a-CD — C8
de type « queue-queue », (b) a-CD — C10 de type « queue-queue » et a-CD — C12 de type « queue-
queue ».

La formation du complexe 2:1 n’est pas énergétiquement la plus favorable avec les chaines en

C8 par rapport aux chaines en C10 et C12. Nous avons représenté ci-dessous les différentes

164



Modulation des propriétés physico-chimiques des dérivés alkylés du HA

trajectoires de cette configuration pour montrer comment se situe la deuxiéme cyclodextrine

par rapport a la chaine alkyle.
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Figure II1- 38 : Représentation des différentes trajectoires au cours de la dynamique moléculaire de
500ps.

Comme nous I’avons cité précédemment, I’ajout de molécules de solvant a pour effet
d’augmenter considérablement le nombre d’atomes déja important du systéme moléculaire, ce
qui a pour conséquence d’accroitre les temps de calculs (des mois de calculs au lieu de
semaines de calculs). La figure III-38 montre que la deuxiéme cyclodextrine est proche de la

terminaison de la chaine alkyle mais sans que celle-ci soit complétement incluse. De plus si le
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systéme était hydraté, nous pensons que les molécules d’eau vont s’insérer entre la téte polaire
et la premicre cyclodextrine ce qui fera ¢loigner la deuxiéme cyclodextrine. La longueur de la
chaine en C8 est donc insuffisante pour permettre un bon enfilement des deux cyclodextrines.
Ce résultat concorde avec ceux obtenus en RMN concernant la complexation de 1’a-CD avec

les chaines en C8.

Il Modulation des propriétés associatives par I'ajout de
tensioactifs (TA).

Comme mentionné précédemment, une autre approche nous permettant de moduler les
propriétés physico-chimiques du systéme consiste en [D’introduction de molécules
tensioactives libres dans le réseau physique. Contrairement aux cyclodextrines, les molécules
tensioactives devraient renforcer les interactions hydrophobes jusqu'a une concentration limite

pour provoquer ensuite la dissociation du réseau (schéma I11-9).

(a) N ;-}4
VA

%Lm
e

.\ /.
~— " A\%
2CMC
erdi
Schéma III- 9 : Représentation schématique de ’effet d’ajout de chaines tensioactives : (a) a une

concentration = CMC/2 et (b) a la concentration 2CMC.

Lorsqu’on ajoute des tensioactifs a une concentration inférieure ou égale a la

concentration critique micellaire (schéma III-9 (a)), il y a renforcement des interactions
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hydrophobes. Si la quantité de tensioactif augmente (schéma I11-9 (b)) au-dela de la CMC les
répulsions électrostatiques sont prédominantes et le réseau physique se trouve déstabilisé

figure 111-39).
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Figure III- 39 : Variation des modules élastiques et visqueux en fonction de la fréquence pour
différentes concentrations en tensioactifs libres ajoutés au polymére.

La figure II1-39 montre que les modules de conservation et de perte augmentent lors de 1’ajout
de quantités de tensioactifs inférieures ou égales a une concentration de CMC. Pour des
quantités supérieures a CMC, nous avons une forte baisse des modules rhéologiques

conduisant a I’effondrement du réseau associatif.
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Conclusion

Cette étude de modulation des propriétés physico-chimiques des dérivés alkylés du
HA par addition de petites molécules nous a permis de mettre en évidence différents
phénoménes. L’addition de cyclodextrines libres au systéme associatif a permis non
seulement de faire baisser les propriétés rhéologique d’un réseau physique homogeéne tel que
les dérivés alkylés avec des greffons en C10, mais aussi de mettre en évidence la formation
d’agrégats obtenus pour les dérivés alkylés avec des greffons en C12. Nous avons aussi a
partir de cette étude, pu montrer que les réseaux physiques obtenus a partir des dérivés en C8
ne sont pas associatifs et que les chaines sont trop courtes pour renforcer les propriétés
physico-chimiques du HA.

Comme discuté précédemment, de nombreuses études avec des résultats contradictoires
ont été publiées sur la complexation des cyclodextrines avec des tensioactifs. Nous avons pu
obtenir des résultats reproductibles et mettant en évidence une double inclusion des a-CDs
avec les tensioactifs et des mono-inclusions avec les B-CDs. Des ¢tudes de la complexation
CD-TA ont été effectu¢es par RMN et par calorimétrie confirmant ces résultats. Par ailleurs,
les études réalisées par rhéologie sur la complexation des cyclodextrines avec les chaines
alkyle greffées sur le polymére ont montré que ce-dernier apportait une certaine rigidité qui
empéeche la double inclusion des cyclodextrines conduisant & des complexes 1:1 dans le cas
des polymeres alkylés.

L’ajout de chaines de tensioactifs au réseau physique a permis de montrer que les
propriétés physicochimiques du polymeére associatif augmentent lors de 1’ajout de quantités de
tensioactifs inférieures ou égales a une concentration de CMC. Alors que pour des quantités
supérieures a la CMC, nous avons obtenu une forte baisse des modules rhéologiques
conduisant a I’effondrement du réseau associatif.

La modulation des propriétés physico-chimique nous permet de contrdler la viscosité¢ du
systeme associatif par addition de petites molécules tel que 1’a-cyclodextrine ou des

tensioactifs tel que le décyle sulfate de sodium (SDES).
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| Produits chimiques et solvants

La majorité des réactifs et des solvants proviennent de la sociét¢ SIGMA-ALDRICH
SARL et FLUKA (division de SIGMA-ALDRICH SARL). Les produits ont été utilisés sans
purification préalable. Le solvant deutérié D,O utilisé pour 1’analyse RMN, est fourni par la
société SDS (France).

L’acide hyaluronique initial de masse molaire moyenne en masse Mw = 600 000
g/mol provient de la société ARD (Pomacle, France). L’acide hyaluronique de masse molaire
moyenne plus faible Mw = 200 000 g/mol provient de la soci¢t¢é MEDIPOLE Distribution. Ils

sont obtenus par fermentation bactérienne (bactérie Spectrococcus zooepidemecus).

Il Matériels et méthodes générales
1.1 Purification

11.1.1 Ultrafiltration frontale

En ultrafiltration frontale, I’écoulement se fait perpendiculairement a la surface de la
membrane. L’opération conduit a 1’extraction des particules suspendues et a la purification du
fluide (Figure IV-1). Ce type de mise en ceuvre est souvent utilisé pour des essais a 1’échelle
de laboratoire, dans des cellules de filtration, ayant un volume de moins de quelques litres
(Dans notre cas 200mL). L’inconvénient de cette méthode est le colmatage a la surface de la

membrane.

(a) ‘ ﬂ ‘ Alimentation (b) Membrane

Particule qui passe
L ]
[ ]
\ , —O L ]
s Compartiment

o
a o permeéat
'

O Compartiment

Colmatage (gatean) alimentation
A1

Membrane

Particule retenue

Figure IV- 1 : Représentation schématique d’une cellule d’ultrafiltration frontale (a) et d’une
membrane sélective utilisée en ultrafiltration frontale (b).
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L’ultrafiltration des solutions de polysaccharides modifiés est effectuée avec des membranes
YM 100 (seuil de coupure 100 000 g/mol) en cellulose régénérée. Les diafiltrations sont

arrétées lorsque la conductivité du filtrat est stable et atteint une valeur inférieure a 5 pS.

1.1.2 Ultrafiltration tangentielle

Les procédés de filtration associant des membranes et un flux tangentiel (Cross Flow)
consistent a séparer des éléments dissous ou en suspension, en fonction de leurs masses
molaires. Une différence de pression entre le rétentat et le perméat permet a la membrane de
faire office de filtre. Les substances plus petites que les pores de la membrane sont entrainées
avec le solvant, dénommé¢ "perméat", tandis que les molécules ou les particules plus grosses
sont retenues comme "rétentat". (Figure [V-2)

Ce type de mise en ceuvre est utilisé aussi bien a grande échelle (industrielle) qu’a

I’échelle laboratoire. Dans ce dernier cas, il faut noter que cela oblige a utiliser des volumes

plus grands que dans le cas de I’écoulement frontal.

L -

Figure IV- 2 : Représentation schématique du principe de ’ultrafiltration tangentielle.

Le principal avantage de 1I’écoulement tangentiel, par rapport a I’écoulement frontal, est le fait
que le mouvement tangentiel de I’alimentation balaie la surface de la membrane. Ce balayage
accélere la remise en suspension des particules déposées ou accumulées a proximité de la
membrane. Le transport des solutés qui ont tendance a s’accumuler a la surface de la

membrane est accéléré vers le coeur de 1’écoulement ce qui permet d’éviter le colmatage.
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I.1.3 Précipitation

La purification des polysaccharides modifiés est effectuée principalement par
précipitation a 1’éthanol dans les proportions EtOH/H,O ((3/2) (v/v)) suivie de lavages dans
différentes proportions ((EtOH/H,0) (7/3), (3/1), (4/1) et (9/1)).

I.1.4 Filtration a 0,22um

11.1.4.1 A I’échelle du laboratoire

Cette technique consiste a filtrer la solution a ’aide d’un filtre de trés petite porosité
(um). Ce filtre retient toutes les particules de la taille des bactéries, le filtrat est alors stérile.
Le choix des membranes est le critére le plus important pour la filtration, dans notre cas, nous
utilisons des filtres avec des pores de diametre 0,45 pm ou de 0,22 pm. Les bactéries sont
toutes retenues par le filtre de 0,45 pm (le diametre moyen des bactéries étant de 0,5 & 10pm),
alors que les virus et les mycoplasmes sont retenus a 0,22 pum.

Les membranes utilisées sont planes et rondes, en acétate de cellulose. Elles sont
montées sur des systemes en inox (Sartorius) pour la filtration de petits volumes de liquides
(max. 200mL) (figure I'V-3). Ces membranes ont un trés faible taux d’adsorption protéique et
une excellente stabilité thermique. Le seuil de rétention 0,22 pm sert a stériliser les solutions.

Nous appliquons une pression de 3 bars d’air comprimé pour permettre la filtration.

[ <«— Air comprimé

<«— Réservoir capacité 200mL

<«— Membrane 0,22um
o

l«— Solution filtrée

Figure IV- 3 : Représentation schématique du principe de filtration frontale a I’échelle du
laboratoire.

11.1.4.2 A I’échelle semi-industrielle
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A T’échelle semi-industrielle nous utilisons aussi un systéme Sartorius. La stérilisation
est établie par passage de la solution a travers des membranes double porosités (0,45 + 0,22
um) : référence Sartobran P grade pharmaceutique.

Une pompe est utilisée pour faire traverser la solution a travers le dispositif de filtration
avec une pression qui n’excede pas les 3 bars. La vitesse de circulation de la solution est un
parametre important, le flux du perméat augmente avec la vitesse tangentielle car celle-ci
augmente le coefficient de transport de mati¢re, diminue 1’épaisseur des couches de
polarisation et du dépdt de grosses particules en suspension qui sont ainsi plus facilement
entrainées. Le but est d’obtenir un régime d’écoulement turbulent pour diminuer le colmatage

en surface.

1.2 Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire

I.2.1 Généralités

Les spectres RMN du proton et du carbone ont été réalisés principalement sur un
appareil Bruker Avance 400 opérant aux fréquences de 400 MHz ('H) et 125 MHz (*°*C),
équipé d’une sonde QNP.

Les déplacements chimiques (d) sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport
au tétraméthylsilane utilisé comme référence interne et en utilisant les solvants indiqués.

Les produits hydrosolubles sont solubilisés dans I’eau lourde : D,O. La référence utilisée est
alors le pic résiduel de I’eau pour les spectres proton (étalonné a 4,7 ppm pour une
température de 298 K et a 4,09 ppm pour une température de 353 K).

Les expériences bidimensionnelles homo- sont calibrées par analogie avec les spectres a une

dimension.

1.2.2 Séquences utilisées

Le spectre RMN 'H standard donne des informations sur les protons de la molécule étudiée,
telles que les déplacements chimiques (J), les intensités des signaux et les constantes de
couplage (J). Le spectre de RMN "°C standard renseigne sur les déplacements chimiques (8)
des carbones de la molécule étudiée. Les spectres monodimensionnels sont acquis sur 16 K
points et transformés sur 32 K points (zero-filling). Pour la majorité des spectres 'H, un
traitement & I’aide d’une fonction exponentielle (LB = 0,3) et une correction de la ligne de

base sont effectués.
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L’expérience  bidimensionnelle ROESY (Rotational nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY)) met en évidence les noyaux de méme nature proches spatialement sans étre
couplés scalairement. Les spectres bidimensionnels sont acquis sur 2K points en F2 avec 256
incréments de temps en F1. Les expériences phasées sont acquises en mode TPPI (Time

Proportional Phase Increment) et transformées en matrice 1Kx1K points.

1.2.3 Caractérisation des polysaccharides modifiés

Les polyméres modifiés sont caractérisés par RMN 'H sur un appareil Bruker Avance 400 a
353 K avec suffisamment de scans (32 minimum) pour obtenir un rapport signal sur bruit
correct. En augmentant la température, I’agitation thermique est favorisée ainsi que les
mouvements Browniens, ce qui augmente le temps de relaxation transversal T. Or, la largeur
a mi-hauteur des signaux RMN 'H est directement liée au temps de relaxation transversale T,
(en 1/T,). Un accroissement de la température affine donc les pics et nous avons vérifié avec
un étalon interne (I’acétate de sodium) qu’a 80°C, les signaux des protons du HA n’étaient
pas sous estimés. Les DS sont calculés par intégration de certains signaux caractéristiques des
protons des greffons en prenant comme référence interne les protons anomeres du

polysaccharide.

1.3 Chromatographie d’exclusion stérique triple détection (SEC)

Cette technique donne acces a des grandeurs physiques telles que les masses molaires
moyennes, le rayon de giration ou encore la viscosité intrinseque des échantillons. La
technique consiste a fractionner [’échantillon, selon le volume hydrodynamique des
polymeéres, puis a analyser les fractions a I’aide de différents détecteurs.

Les polysaccharides a analyser sont solubilisés dans 1’éluant a une concentration de 0,5 a 1
g/L puis filtrés sur des membranes SARTORIUS de porosité¢ 0,2 um. Les solutions sont
injectées a travers des colonnes (2 colonnes en série Shodex OH pak) sur un appareil
WATERS GPCV Alliance 2000. Le solvant utilisé est le nitrate de sodium 0,1 M. En sortie de
colonne, la solution est analysée par 3 détecteurs montés en série :
- Un réfractométre différentiel qui permet de déterminer la concentration de chaque
fraction.
- Un viscosimetre capillaire qui permet d’accéder a la viscosité relative de chaque
fraction.

- Un appareil de diffusion de la lumiere (figure [V- 4).
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La détermination de la concentration en polymére par réfractométrie, permet de calculer la
viscosité réduite 7yeq pour chaque fraction qui peut €tre assimilée a la viscosité intrinséque
[77]i du fait de la faible concentration en polymeére. L’appareil de diffusion de la lumiere
DAWN DSP-F de la société Wyatt Technology Corporation (Santa Barbara, USA) permet
d’accéder a la masse molaire et au rayon de giration Rg a partir de la méthode de Zimm, qui
représente 1’évolution de KC/R(6) en fonction de sin’(é/2). Le programme ASTRA assure le

traitement des données pour obtenir les masses molaires moyennes en nombre et en masse.

Injecteur
Réservoir|
d’éluant
Pompes Colonnes
Dégaseur
Réfractometre Diffusion de la lumiére Viscosimeétre capillaire
différentiel
l Traitement informatique

Poubelle ' -

iy

Figure I'V- 4 : Représentation schématique de I’appareillage de la chromatographie d’exclusion
stérique triple détection.

1.4 Rhéologie

.41 Préparation des échantillons

A température ambiante : Les polysaccharides natifs et modifiés sont tout d’abord mis

en solution dans 1’eau pendant environ 3 a 6 heures pour permettre leur gonflement et sont
ensuite agités (a faible vitesse) a température ambiante pendant environ 1 heure. On ajoute par
la suite une certaine quantité de PBS afin que la concentration totale en sel soit de 0,15 M.
L’agitation est maintenue pendant quelques heures jusqu'a homogénéisation. Apres
solubilisation totale des polysaccharides modifiés, et avant toute mesure, les échantillonss

sont laissés au repos pendant deux heures a température ambiante ou a 4°C.
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En_chauffant : Les polysaccharides natifs et modifiés sont tout d’abord mis en solution

dans du PBS 0,15M en sel, pendant environ 3 a 6 heures, pour permettre leur gonflement et
sont ensuite agités (a faible vitesse) a température ambiante pendant environ 1 heure. Par la
suite, on place les piluliers qui contiennent les solutions dans un bain-marie et on chauffe

jusqu’a 80°C pendant 1h.

1.4.2 Rappels sur la viscosité

La détermination expérimentale de la viscosité constitue actuellement 1’une des
méthodes les plus répandues en chimie macromoléculaire pour caractériser les polymeres en
solution. La viscosité d’un fluide se manifeste par sa résistance a la déformation ou a
I’écoulement. Elle est due aux forces attractives qui s’exercent entre des éléments voisins et
s’opposent aux mouvements relatifs les uns par rapport aux autres. La viscosité des solutions
dépend de la masse molaire du polymeére, de sa concentration, de sa structure et de ses
interactions avec le solvant. Newton fut le premier a formuler une description mathématique

de la viscosité, qu’il définit comme étant le rapport entre la contrainte de cisaillement 7 et la
vitesse de cisaillement y :
n= / 4 éqIv-1

Différents types de viscosité caractéristiques sont habituellement utilisées, 7 la viscosité
relative, 7, la viscosité spécifique, 7eq la viscosité réduite (exprimée en mL/g) et [7] la

viscosité intrinséque (exprimée en mL/g) définies par :

Mt =1/, éqIV-2

M = (1= 110)/ 110 éqIV-3

Meea = (1 =12,)/1, C éqIV-4

[7]=1im (17—, )/m,C éq1V-5
70

n et no sont respectivement les viscosités de la solution de polymeére a la concentration C en

g/mL et celle du solvant pur.
L’¢tude de la viscosité en fonction de la concentration permet de distinguer plusieurs

régimes (figure IV-5):
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- le régime dilué dans lequel les chaines sont isolées et indépendantes les unes des autres
(figure IV-5(a)),

- lorsque la concentration C atteint une concentration critique appelée C* (figure IV-5 (b)), les
chaines commencent a s’interpénétrer (figure IV-5 (¢)). C’est le début du régime semi-dilué :
les chaines s’enchevétrent progressivement et forment un réseau physique transitoire ou

dynamique.

() (b) ()

Figure IV- 5 : Influence de la concentration des polymeéres en solution

11.4.3 Rappels sur la viscoélasticité

Un fluide viscoélastique est un matériau dont le comportement s’apparente a la fois au
comportement du solide élastique parfait et a celui du liquide visqueux Newtonien. Les
propriétés viscoélastiques d’un échantillon sont représentées par deux grandeurs
caractéristiques définies en régime dynamique pour une déformation imposée a une fréquence
variable (o) :

- le module G’(®w) ou le module de stockage (ou de conservation), refléte le  caractére
"solide" ¢lastique de 1’échantillon et caractérise la proportion d’énergie accumulée dans le
matériau sous forme ¢€lastique.

- le module G’(®) ou le module de perte, reflete le caractére "visqueux" de 1’échantillon et

caractérise I’énergie dissipée dans le matériau par frottements internes.

11.4.4 Rhéometres

1.4.4.1 Viscosimeétre capillaire

Nous avons utilisé le viscosimétre capillaire SCHOTT AVS 360 de type Ubbelohde a
niveau suspendu. Le mouvement de cisaillement est engendré en imposant une différence de
pression entre les 2 extrémités d’un tube cylindrique de faible section, dans lequel s’écoule la

solution (Figure IV-6). Cet appareil, placé dans un thermostat maintenu a température
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constante, mesure le temps d’écoulement d’un volume défini par deux repéres. La seule force

de pesanteur est responsable de 1’écoulement.

Ambient Pressure Valves Compressor

S
Thermometer

Temperature
?ensor

Computer

Photoelectric
Beam

Capillary

Thermostate

Figure IV- 6 : Représentation schématique du viscosimétre d’Ubbelohde.

La loi de Poiseuille permet de relier la viscosité et le temps d’écoulement :

7Z'a4

n=——~"Pt

8IV

éqIV-6

ou a est le rayon du capillaire, | sa longueur, V la quantité de liquide qui traverse le tube

pendant t (s) et P la pression sous laquelle se fait 1’écoulement. P est proportionnelle a la

masse volumique, p, d’ou 7 peut s’écrire :

n=Apt
ou A est une constante du tube.
De ce fait,
n—"1, ~ t—-1,
17,C t,C

car en solution diluée p ~ py
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Ce type de viscosimetre est utilisé pour des solutions trés diluées. L utilisation de cet appareil
permet donc de caractériser les polymeéres en régime dilué, et notamment, d’obtenir la
viscosité intrinséque [77] et k’ la constante de Huggins a 1’aide de la relation de Huggins.

La viscosité intrinséque est une grandeur utile pour caractériser les dimensions des chaines et
est assimilable a un volume spécifique hydrodynamique du polymere. A dilution infinie, on
peut supposer que les interactions entre les molécules de soluté disparaissent et que la
caractéristique [ 7] correspond a 1’état ou la particule serait isolée des autres au sein du milieu
continu. Plusieurs théories décrivent la variation de la viscosité avec la concentration.

La plus utilisée, en régime dilué, est celle de Huggins :

Mea = [77]+ k'[ﬂ]zc éqIV-9

ou Kk’ est la constante de Huggins qui tient compte des différentes interactions existant dans le
milieu. Dans cette technique, le gradient de vitesse n’est pas contrdlé et n’est pas utilisable

pour les fluides non newtonien.

1.4.4.2 Rhéomeétre de type coutette : Low Shear LS30

C’est un rhéométre de type Couette, rotatif, a cylindres coaxiaux (figure [V-7).

Solution

Figure IV- 7 : Images du Rhéométre LS 30 avec une représentation schématique des cylindres
coaxiaux.
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La solution étudiée est placée entre les deux cylindres de rayons R; et Re. Le cylindre
extérieur, entrainé par un moteur a une vitesse de rotationm, uniforme et parfaitement définie,
exerce un couple T sur le cylindre intérieur (hauteur h) suspendu a un fil de torsion, par
I’intermédiaire de la substance mesurée. La mesure du couple appliqué au cylindre interne
permet de déterminer la viscosité du liquide, pour chaque vitesse de rotation @, donnée par la

relation:

TR -R ,
77:; ARR2h éqIv-10

Le gradient de cisaillement exercé sur 1’échantillon, contenue dans I’entrefer, est défini par la
vitesse de rotation du cylindre extérieur et peut étre considéré comme constant en tout point

de la solution, si I’entrefer est étroit (Re-R;j < 1 mm). Il s’exprime alors:

;./ ® R +R? éq IV-11
= _— eq -
Re2 - Ri2

Ce type de rhéometre est principalement utilisé pour les solutions de faible viscosité. La

gamme de gradients de cisaillement varie de 1074 128 s™.

11.4.4.3 AR 2000

L’ AR 2000 utilis¢ (TA instruments) est un rhéomeétre qui fonctionne a contrainte
imposée. Nous avons utilisé des géométries cone-plan en acier ou en aluminium (cones R = 4
cm, 6 = 4 degrés et R = 6 cm, 6 = 1 degré) pour effectuer les mesures sur des solutions de

haute viscosité et sur des gels (figure IV-8).

Solution

Cone tronqué

Figure IV- 8 : Représentation schématique de la géométrie cone-plan utilisé sur le rhéométre
AR2000.
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L’échantillon a étudier est placé entre un cone de rayon R et d’angle & et une surface plane
perpendiculaire a 1’axe du cone. Le plan reste immobile, c’est le cone qui tourne. La
température est controlée par un plan Peltier. L’échantillon est protégé par un film d’huile de
silicone, afin d’éviter les problémes d’évaporation lors des mesures en température. Ce type

de rhéometre peut étre utilisé a la fois en mode écoulement et en mode dynamique.

Mesures en mode écoulement :

Ce mode permet de mesurer des viscosités plus élevée que celles obtenues avec le Low Shear
LS30 (n > 10mPa.s). Le cone est soumis a un couple de rotation T. Comme I’angle & est petit,
on considére que la contrainte et le gradient de cisaillement sont constants dans 1’espace ou se

trouve I’échantillon. La vitesse angulaire @ correspondante est mesurée et permet d’accéder

directement a la viscosité. Les relations entre la vitesse de cisaillementy, la contrainte et la

viscosité sont :

y=w/tan@ éqIV-12
r=3T /2R’ éqIV-13
n=3Ttand/2:R’w éqIV- 14

Mesures en mode dynamique :

Les propriétés viscoélastiques d’un matériau peuvent é&tre déterminées par des
sollicitations dynamiques. L’échantillon est soumis a une contrainte (ou déformation) qui
varie de fagon sinusoidale en fonction de la fréquence imposée. La déformation (ou
contrainte) résultante est une sinusoide de méme fréquence et présente un déphasage par

rapport a la contrainte. Les équations correspondantes sont les suivantes :

o(t) = o, cos(at) éqIv-15
y(t) =y, cos(at + 0) éqIV-16

ou oy et yo sont les amplitudes maximales de la contrainte et de la déformation, w la pulsation
(rad.s™) et & est le déphasage de la déformation par rapport a la contrainte
Le matériau peut étre complétement caractérisé par le module de rigidité complexe

G*(w) qui est défini comme le rapport de la contrainte o*(t) sur la déformation y*(t)
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G *(w) = j:((tt)) éqIV-17
G*(w)=G"(w)+1G"(w) éqIV-18

ou o* et ¥ * sont respectivement la déformation et la contrainte complexe et G* (w) est le
module de rigidité complexe.
Les 2 modules déterminants sont G’(®) et G’’(w). La grandeur G’(w) représente la réponse du
matériau en phase avec la contrainte (ou déformation) appliquée, c’est le module de stockage.
Le terme G*’(w) est la réponse différée du matériau, c’est le module de perte.
Dans le cas d’un solide ¢lastique parfait,

G(w)=Get G"(w) =0
Dans le cas d’un liquide visqueux newtonien :

G'(w)=0etG"(») = nw
A partir des valeurs de G’ et G, il est possible d’accéder a la viscosité complexe définie par
la relation :

7(@) = 17(e) -in"(0) = G(0) -G (0) |0

D’ou le module de viscosité complexe :

‘T]*‘ — (G,2+G”2)1/2/a)

Avant toute mesure rhéologique, les échantillons sont laissés au repos 1 heure sur le plan.
Toutes les mesures dynamiques présentées dans cette partie ont ét¢ réalisées dans le régime
linéaire. Dans ce domaine, les modules de conservation (G’) et de perte (G’’) ne dépendent
pas de la contrainte ou de la déformation imposée. Le régime linéaire permet d’observer la
dynamique du systeme dans sa structure d’origine et non pas dans une structure détruite par
une trop grande déformation.

Le régime linéaire a été déterminé en suivant I’évolution de G’ et de G’” en fonction de la
déformation a une fréquence donnée, généralement égale a 1 Hz. On reléve ainsi le
pourcentage de déformation pour lequel G* et G’ sont constants. Cela a été réalisé pour
chaque échantillon a chaque température. La détermination du régime linéaire dépend de la
fréquence imposée ; il est donc nécessaire pour certains échantillons de le chercher a
différentes fréquences. Pour nos échantillons, la déformation permettant de travailler dans le
régime linéaire n’excéde pas 15 %. Ce pourcentage de déformation est d’autant plus

important que 1’échantillon se comporte comme une solution.
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I1.4.4.4 ARES-RFS

L’ARES-RFS (Advanced Rheometric Expansion System de chez TA instruments)
fonctionne a déformation imposée contrairement a I’AR2000. Nous avons utilisé¢ des
géométries en titane de type cone-plan (Scm, 4°) ou plan-plan (2,5 cm) pour effectuer les
mesures sur des solutions de haute et basse viscosité ainsi que sur les gels. La géométrie (cone
ou plan) reste fixe et la déformation est imposée par le moteur se situant en dessous du plan
Peltier. Le moteur et le capteur de déplacement sont séparés. La température est controlée par
régulation thermique du plan Peltier. Afin d’éviter les problémes d’évaporation lors des
mesures en température, une huile de silicone protege 1’échantillon.

L’ARES, comme 1’AR2000, peuvent travailler en mode écoulement et/ou en dynamique mais

¢galement en mode transitoire (par exemple pour des expériences a relaxation de contrainte).

1.5 Calorimétrie de titration isotherme (ITC)

11.L5.1 Principe de I'ITC

L’ITC (Isothermal Titration microCalorimetry) est une expérience réalisée a
température constante en titrant une solution de “récepteur” contenue dans la cellule de
réception par une solution de “ligand”. Apres chaque addition d’une petite quantité de ligand
dans la cellule de réception, le transfert thermique (chaleur absorbée ou dégagée) est mesuré
par rapport a la cellule de référence remplie de solvant. Cette variation de chaleur est
compensée par une puissance €lectrique (J/s) qui maintient une différence de température
entre les cellules la plus faible et la plus constante possible. Ces deux cellules sont placées
dans une enceinte adiabatique. L’addition du ligand est effectuée via une seringue de
précision pilotée automatiquement par un ordinateur. Le contenu de la cellule de travail est

agité par un moteur électrique (figure IV-9).
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J-q— ligand dans la seringue

bain thermostaté —
cellule de référence — (f:l}
contenant le solvant

L_récepteur dans la cellule de
réception

mesure physique
du transfert thermique

LI

puissance appliquée pour maintenir

la température constante

Figure IV-9 : Schéma du dispositif d’ITC

Dans une expérience ITC, chaque pic de puissance correspond a la chaleur dégagée

aprés addition du ligand sur le récepteur. Les grandeurs thermodynamiques ont été calculées

en utilisant un “modele a un site” dont les équations de base sont présentées ci-apres. Ce

modele considere un nombre n de sites, caractérisés par la méme constante d’association Kj

et la méme variation d’enthalpie AH®. Par une régression non-linéaire aux moindres carrés, il

est possible d’accéder aux 3 parametres AH, K, et n a partir d’une seule expérience d’ITC.

Dans les équations suivantes, K, est la constante d’association, n le nombre de sites qui

complexent, Vy est le volume de la cellule de réception, M et [M] sont les concentrations a

I’instant t et initiale du “récepteur” dans la cellule de réception, X; et [X] sont les

concentrations a I’instant t et initiale du “ligand” dans la cellule de réception et ® est la

fraction des sites occupés par le ligand X.

C]
K,=— éqIV-19
(1-©)[X]
X, =[X]+neM, éq TV-20
La combinaison des équations donne :
X X
0’ -0[1+—+ ! L =0 éqIV-21
nM, nK,M, | nM,
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La chaleur totale dégagée Q est donnée par :

Q =nBGM,AHV, éq Iv-22
Les équations 21 et 22 donnent :
2
nX,AHV, M M 4M
Q=— L1+ —+ L _ 1+—-+ 1 - : éq1V-23
2 nX, nK,X, nX, nK,X, nX,

La valeur de Q, liée aux 3 parametres ajustables : K, n et AH°, peut étre calculée a la fin de la
i"™ injection et est désignée Q(i). L’expression correcte pour la chaleur dégagée a la i*™

injection est donc :

L dV Q)+ QG -1)
AQM) =Q)+T [ 5

}—Q(i -1) éq1V-24

0

Ou dV; est le volume de ligand ajouté a la solution contenue dans la cellule de

réception.
L’ajustement des données expérimentales implique :

i.  des estimations initiales (qui peuvent &tre faites assez précisément aux moyens d’un
logiciel d’analyse de données (Origin7.0, Microcal)) de n, Ky et de AH°®
ii.  la détermination de AQ(i) pour chaque injection et la comparaison de ces valeurs avec
celles de la chaleur mesurée expérimentalement
iii.  1’amélioration des valeurs initiales de n, K; et de AH° par des méthodes Marquardt
iv. et I'itération de la procédure décrite ci-dessus afin d’obtenir le meilleur ajustement

possible

Pour chaque expérience, la chaleur de dilution correspondante a été déterminée, soit en
injectant le ligand a la méme concentration que celle utilisée pour les expériences de titration
dans la solution de solvant sans récepteur, soit en considérant I’amplitude des derniers
signaux. Les enthalpies de dilution déterminées sont soustraites des enthalpies mesurées via

les expériences de titration ce qui nous permet d’accéder a I’enthalpie nette de réaction.
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11.L5.2 Appareillage

Le calorimétre VP-ITC de MicroCal (Nothampon, USA). 30 additions de 10 puL de ligand
introduit dans une seringue pilotée automatiquement sont injectées a la solution de récepteur
dans la cellule de réception (1,4478 mL). L’intervalle de temps entre deux injections est fixé a
300 s, la vitesse d’agitation a 300 tour/min et la température a 25°C. La cellule de réception
non accessible interdit des expériences avec des solutions de polymére visqueuses qui sont
difficiles a éliminer totalement.

Pour ce type d’appareil, avant chaque expérience, toutes les solutions (“récepteur et
“ligand”) sont dégazées et mises a température a 1’aide d’un thermoVac. Les données

expérimentales sont traitées avec le logiciel Origin (Microcal).

I1.6 Fluorescence

Les spectres d’émission du pyréne sont mesurés a 1’aide d’un spectrometre de
luminescence de Perkin-Elmer LS 50B entre 360 et 500nm. Le pyreéne est solubilis¢ dans
1’éthanol & une concentration de 107 puis ajoutée 4 la solution de polymére qui est excitée a
334nm. Le rapport des intensités 11/I3 du premier et du troisiéme pic du spectre de
fluorescence du pyréne est utilisé pour étudier la formation des micro-domaines hydrophobes

résultant de 1’association des molécules amphiphile.

I1.7 Modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire implique l'utilisation de méthodes de calcul théoriques
(mécanique moléculaire, dynamique moléculaire, mécanique quantique ab-initio ou semi-
empirique, ...) permettant de déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la
configuration des atomes d'une molécule et d'évaluer les propriétés physico-chimiques de la
molécule étudi¢e. La modélisation moléculaire associée a une représentation infographique
des stéréochimies permet d'interpréter des phénomenes physico-chimiques, de suggérer des
nouvelles expériences et d'analyser ainsi des résultats d'une fagon plus critique que les
expériences classiquement utilisées, mais ces 2 approches purement théoriques ou

expérimentales sont complémentaires.

Les objectifs de 1a modélisation moléculaire sont principalement:
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Visualisation infographique et dessin des molécules a partir de données structurales et

par l'utilisation d'un systéme informatique;

o Utilisation de banques de données pour identifier les systémes moléculaires

e Obtention d'informations sur les mouvements dynamiques des molécules et sur leurs
énergies;

e Calcul du champ de force empirique pour déterminer les propriétés moléculaires et les
distances inter atomiques;

e Reproduction et prédiction qualitative des propriétés des molécules et des
macromolécules;

o Corrélation entre des propriétés moléculaires et une structure moléculaire donnée;

o Evaluation de la validité d'une structure moléculaire.

Pour atteindre ces objectifs, différentes techniques de visualisation, manipulation,
modification, construction, analyse ou calcul des structures moléculaires sont accessibles. On
peut distinguer les techniques de représentation infographique des systemes moléculaires qui
permettent une visualisation directe de la structure des molécules en 2 ou 3 dimensions, leur
manipulation interactive (rotation, translation, modification de leur conformation, ...) et

l'analyse des parametres géométriques (distance, angle, ...).

D'un certain point de vue, on peut considérer la mécanique moléculaire comme un systéme
expert constitué d'un modéle mathématique et d'un jeu de parametres permettant de
représenter différentes molécules. Cet ensemble (potentiel/fonction mathématique) est appelé

champ de force

I.L7.1 Champ de force

Tous les calculs ont été réalisés avec le programme de modélisation moléculaire Cerius®. Les
parametres de champ de force CVFF(91) ont été appliqués. Ce champ de force emploi des
termes de longueur de liaison, d’angle de liaison et d’énergie de torsion utilisés pour la

détermination de la fonction d’énergie potentielle E.

Eiot = Eliaison T Eflexion + Ertorsion T Einteraction T - - - éq IV-25

Ejiaison , représente 1’énergie de liaison et traduit la compression ou 1’extension d’une liaison a

partir de sa longueur d’équilibre.
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Efexion, représente 1’énergie de flexion et est fonction de I’angle de courbure d’une liaison par
rapport a sa valeur d’équilibre.

Eorsion, représente 1’énergie de torsion et traduit la modification de 1’énergie lors de la rotation
d’une molécule autour d’une liaison.

Einteraction, €St I’énergie d’interaction entre deux atomes non liés.

L'énergie E peut également étre affectée par des mécanismes intramoléculaires (liaison
hydrogene, répulsion électrostatique) a prendre en compte lors du calcul de 1'énergie dans le
champ de force induit par la molécule. Notons que I'énergie E est fonction de différentes
énergies représentant une déformation moléculaire a partir d'une géométrie arbitraire de

référence et qui varient d'un champ de force a un autre

1.L7.2 Minimisation, Monte Carlo et la dynamique

Les cyclodextrines ont été générées a partir des coordonnées de la structure cristalline de 1’a-
CD et de la B-CD. La construction graphique des géométries des tensioactifs a été effectuée
en utilisant des longueurs et des angles de liaison standards. La procédure Monte Carlo a été
utilisée pour obtenir des conformations dans I’espace des molécules isolées. Par la suite,
chaque conformation a été minimisée. Les expériences de dynamique moléculaire ont eu lieu
dans un ensemble NVT (Nombre de moles, Volume et Température constantes) et les
équations de mouvement brownien ont été résolues en utilisant I’algorithme Verlet avec un
intervalle de 1fs. La durée des simulations de dynamique moléculaire varie de 500ps a Ins
(les premicres 200ps servent a atteindre 1’équilibre du systéme). Pour maintenir une
température moyenne de 300K, la vitesse des particules est redimensionnée. Des vitesses
aléatoires sont assignées aux atomes, qui correspondent a la distribution de Boltzmann a

300K.

196



Partie expérimentale

lll Synthéses

Exemple de synthése d’un dérive du HA porteur de groupements hydrazide HA-ADH
(DS 8%) a partir du lot de HA de masse 600 000g/mol.

. _
OH
o
% 1o o)
HO © L
L OH NH
:< "
o)
CHj
0
a c
avec R=0Na' /H PR NH;
> HN N
i ® @ H

Le hyaluronane (4g, 9,97mmol) est solubilisé dans 1’eau distillée (1000mL) (Cp~ 3C*). La
solution est filtrée a 0,22um a 1’aide d’un filtre Sartorius®. A cette solution filtrée, On ajoute
I’acide adipique dihydrazide (1,736g, 9,97mmol) préalablement mis en solution dans 1’eau
distillée (100mg/mL) puis ajouté, apres I’avoir filtré, a la solution de HA. Le pH du milieu
réactionnel est ajusté a 4,75 avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,5M). Une
solution aqueuse de I’EDC (1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-carbodiimide) (0,287g,
1,49mmol) est ajoutée goutte a goutte au mélange. Le pH du mélange réactionnel est
maintenu a 4,75 par addition d’une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,5M). La
réaction est laissée sous vive agitation a température ambiante jusqu’a une stabilisation du pH
(environ 4 heures). Le pH de la réaction est ensuite ajusté a 7,5 avec une solution aqueuse
d’hydroxyde de sodium (0,5M). Le HA modifié est ensuite transféré pour 1’étape
d’ultrafiltration tangentielle. Les lavages se font avec une solution d’eau distillée jusqu’a ce
que le perméat ait une conductivité équivalente a celle de I’eau. Afin de vérifier que I’ADH en
exceése est €¢liminé, il est nécessaire de lyophiliser une partie du perméat. Si le ballon
lyohpilisé est vide cela voudrait dire que le produit est purifié¢. Le volume nécessaire pour un

lavage total est d’environ 10 fois le volume initial.
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Apres I’étape d’ultrafiltration, le HA modifié peut étre soit gardé pour continuer la synthése
de greffage de chaines alkyle, soit lyophilis€ pour étre conservé pour d’autres analyses (RMN,

rhéologie ...Etc.)

Quantités nécessaires du réactif limitant pour obtenir un le bon degré de substitution :

DS 5% 8% 10%

¢q d’EDC nécessaire | 0,094¢q. 0,15¢q. 0,188¢q.

Rendement : 89%

Taux d’hydratation (mesuré par thermogravimeétrie): 8%

RMN'H (D,0, 400MHz, 353K, & (ppm)) : 1,45ppm ( (CHy). et (CH,)), 1,85ppm (CH3) du
groupe acétamide du hyaluronane), 2,05ppm (CH,)q , 2,2ppm (CH), , 3,85-3,1 ppm (massif
des protons des sucres du squelette polysaccharidique), 4,25ppm (H-1 de 1’acide

glucuronique), 4,4ppm (H-1 de I'unité N-acétylglucosamine).

Exemple de synthése d’un dérive du HA porteur de groupements hydrazide HA-SDH
(DS 5%) a partir du lot de HA de masse 600 000g/mol.

R
OH
o)
-0
0 o)
HO oo
L OH NH
- n
o)
o CHs
+ HN (b) H
R=0'Na’, Ny \NHZ
H (a)
o)

Le hyaluronane (4g, 9,97mmol) est solubilis¢ dans I’eau distillée (1000mL). La
solution est filtrée a 0,22um a ’aide d’un filtre Sartorius®. A cette solution filtrée, I’acide
succinique dihydrazide (1,457g, 9,97mmol) est mis en solution dans de 1’eau distillée
(100mg/mL) puis ajouté, apres ’avoir filtré, a la solution de HA. Le pH du milieu réactionnel

est ajusté¢ a 4,75 avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,5M). Une solution
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aqueuse de 1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-carbodiimide (0,180g, 0,937mmol) est
ajoutée goutte a goutte au mélange. Le pH du mélange réactionnel est maintenu a 4,75 par
addition d’une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,5M). La réaction est laissé sous vive
agitation a température ambiante jusqu’a une stabilisation du pH (environ 4 heures). Le pH de
la réaction est ensuite ajusté a 7,5 avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,5M).
Le HA modifi¢ est ensuite transféré pour 1’étape d’ultrafiltration tangentielle. Les lavages se
font avec une solution d’eau distillée jusqu’a ce que le perméat ait une conductivité
équivalente a celle de 1’eau. De plus, pour étre cetraine d’avoir éliminé tout ’ADH en exces,
il est nécessaire de lyophiliser une partie du perméat. Le volume nécessaire pour un lavage
total est d’environ 10 fois le volume initial.

Apres I’étape d’ultrafiltration, le HA modifié peut étre soit gardé¢ pour continuer la synthése
de greffage de chaines alkyle, soit lyophilisé pour étre conservé pour d’autres analyses (RMN,
rhéologie ...Etc.)

Quantités nécessaires du réactif limitant pour obtenir un le bon degré de substitution :

DS 5% 10%
¢q d’EDC nécessaire 0,094¢q. 0,188¢q.

Rendement : 89%

RMN'H (D,0, 400MHz, 353K, & (ppm)): 1,85 ppm ((CH;) du groupe acétamide du
hyaluronane), 2,45 ppm (CHy)p, 2,55 ppm (CH),, 3,85-3,1 ppm (massif des protons des
sucres du squelette polysaccharidique), 4,35 ppm (H-1 de I’acide glucuronique), 4,5 ppm (H-1

de I’unité N-acétylglucosamine).

Exemple de synthése d’un dérive du HA porteur de groupements hydrazide HA-IDH
(DS 5%) a partir du lot de HA de masse 600 000g/mol.

OH

HN (a) HOG
R=0Na", >\ Ho

Iz

NH
L OH NH
NH,

o:< o
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(c) (d)
CHj
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Le hyaluronane (4g, 9,97mmol) est solubilis¢ dans I’eau distillée (1000mL). La
solution est filtrée a 0,22um a I’aide d’un filtre Sartorius®. A cette solution filtrée, 1’acide
isophtalique dihydrazide (1,936g, 9,97mmol) est mis en solution dans de 1’eau distillée
(100mg/mL) puis ajouté, apres 1’avoir filtré, a la solution de HA. Le pH du milieu réactionnel
est ajusté a 4,75 avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,5M). Une solution
aqueuse de 1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-carbodiimide (0,180g, 0,937mmol) est
ajoutée goutte a goutte au mélange. Le pH du mélange réactionnel est maintenu a 4,75 par
addition d’une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,5M). La réaction est laissé sous vive
agitation a température ambiante jusqu’a une stabilisation du pH (environ 4 heures). Le pH de
la réaction est ensuite ajusté a 7,5 avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,5M).
Le HA modifié est ensuite transféré pour I’étape d’ultrafiltration tangentielle. Les lavages se
font avec une solution d’eau distillée jusqu’a ce que le perméat ait une conductivité
¢quivalente a celle de 1’eau. De plus, pour étre sure d’avoir éliminé tout I’ADH en excgs, il est
nécessaire de lyophiliser une partie du perméat. Le volume nécessaire pour un lavage total est
d’environ 10 fois le volume initial.

Apres I’étape d’ultrafiltration, le HA modifié peut étre soit gardé pour continuer la synthése
de greffage de chaines alkyle, soit lyophilisé pour étre conservé pour d’autres analyses (RMN,

rhéologie ...Etc.)

Quantités nécessaires du réactif limitant pour obtenir un le bon degré de substitution :

DS 5% 10%
¢q d’EDC nécessaire 0,094¢q. 0,1868¢q.

Rendement : 87%

RMN'H (D,0, 400MHz, 353K, & (ppm)): 1,85ppm ((CHs) du groupe acétamide du
hyaluronane), 3,85-3,1 ppm (massif des protons des sucres du squelette polysaccharidique),
4,35ppm (H-1 de I’acide glucuronique), 4,5ppm (H-1 de 1'unité N-acétylglucosamine),
7,6ppm (CHa)y, 7,88ppm (CHa)d, 7,94ppm (CHy)e, 8,88ppm (CHa)a.
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Exemple de synthése d’un dérive alkylé du HA porteur de sroupements hydrazide HA-
ADH (DS 5%) et des chaines alkyle de longueur C10 (DS 5%) a partir du lot de HA de
masse 600 000g/mol.

Si le dérivé dihydrazide précédemment décrit n’a pas été isolé, nous procédons

directement a la réaction d’alkylation, sinon, il faut procéder d’abord a la solubilisation totale
du HA-dihydrazide (dans notre exemple le HA-ADH de DS 5%).
Apreés solubilisation totale du HA-ADH (lg, 2,43mmol) dans I’eau (250mL), 150mL
d’éthanol sont ajoutés. Le pH de la solution est ajusté a 5,1 a 1’aide d’une solution aqueuse
d’acide chlorhydrique (0,5M). Sont ajoutés successivement une solution de décanal (aldéhyde
C10) (0,050g, 0,321mmol) dans I’é¢thanol (5SmL) et une solution de picoline borane (0,130g,
1,21mmol) dans I’éthanol (S5mL). La réaction est laissée sous agitation pendant 24h. Le pH de
la réaction est ensuite ajusté a 7,5 avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,1M).
Apres addition de chlorure de sodium de fagon a obtenir une concentration en NaCl dans le
mélange de 0,5M, le HA modifié¢ est précipité par addition d’EtOH dans les proportions :
EtOH/H,0 : 3/2 (v/v). Le précipité est lavé successivement avec différents mélanges
EtOH/H,O : 7/3, 3/1, 2/1, 9/1. Le composé est isolé par filtration sur fritté 4 et séché pendant
24 h a température ambiante. Le taux de greffage des groupements alkyle est de 5% + 1%
(calculé par RMN ¢éq II-5).

RMN'H (D,0, 400MHz, 353K, & (ppm)): 0,80ppm (CH;) de la chaine alkyle, 1,2ppm

((CHy)r a (CH2)m), 1,3ppm (CHy)., 1,45ppm ( (CH). et (CHy)p), 1,85ppm (CH3) du groupe
acé¢tamide du hyaluronane), 2,05ppm (CH;)q , 2,2ppm (CHy), , 3,85-3,1 ppm (massif des
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protons des sucres du squelette polysaccharidique), 4,25ppm (H-1 de I’acide glucuronique),

4,4ppm (H-1 de I’unité N-acétylglucosamine).
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Ce travail de thése a concerné la synthése et la caractérisation physico-chimique de
nouveaux hydrogels physiques a base d’acide hyaluronique modifié¢ chimiquement.

Nous nous étions fixés comme principal objectif I’obtention de différents réseaux
physiques tridimensionnels résultant d’interactions hydrophobes entre des chaines alkyles de
différentes longueurs greffées sur 1’acide hyaluronique. La société A.R.D cherchait a
transposer a 1’échelle industrielle la synthése de ces systeémes pour des applications en
viscosupplémentation.

La premicre étape de notre travail a consisté a mettre au point les deux étapes de
greffage des groupements hydrazide réactifs sur le HA et de réaction de couplage entre le
« bras espaceur » hydrazide et les chaines aldéhydiques conduisant aux HA-alkylés. Nous
avons préparé dans un premier temps des chalnes de polymeére sur lesquelles sont greffées au
hasard des groupements hydrazide adipique (HA-ADH) avec des taux de greffage en
groupement hydrazide de 8%. Cette étude nous a permis de déterminer la quantité optimale de
groupements hydrazide nécessaire pour obtenir un greffage compris entre 5 et 10%, ainsi
qu’une technique de purification adaptée a ce type de dérivé. Dans un second temps, nous
avons synthétisé des chaines de polymeére sur lesquelles sont greffées des groupements
hydrazide succinique (HA-SDH) et isophtalique (HA-IDH) avec des taux de greffage en
groupements hydrazide de 5 et 10%. La comparaison de I’effet de ces bras espaceurs sur les
propriétés physico-chimiques des systémes associatifs nous a permis de montrer que la nature
chimique du bras joue un réle important sur la stabilité du réseau physique.

Dans une deuxi¢me étape, nous avons greffé¢ en milieu aqueux des chainons alkyle de
différentes longueurs et degrés de substitution. Cette réaction repose sur la formation
d’hydrazones intermédiaires stabilisées par réduction. La caractérisation des propriétés
associatives de ces différents dérivés alkylés par des mesures rhéologiques et de spectrométrie
de fluorescence nous a conduit a sélectionner un dérivé alkylé de longueurs de chaines
contenant 10 atomes de carbone pour la transposition de la synthése a 1’échelle industrielle.
Le dérivé préparé a 1’échelle pilote caractérisé par un DS de 8% donne une solution aqueuse
parfaitement limpide et forme un réseau tridimensionnel homogene.

Des études de cytotoxicité de ce produit ont montré sa cytocompatibilité et son effet
positif sur I’activité métabolique et la viabilité des cellules ostéogénitrices. Une étude de
stabilit¢ thermique a montré la possibilité de conserver le produit en solution a 4°C ou 25°C,
sans dégradation éventuelle de I’échantillon pendant une période minimale de 2 mois. De
plus, une comparaison de la dégradation enzymatique du dérivé issu du lot industriel avec le

Synvisc® (référence commerciale), montre que I’hydrogel physique que nous avons
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développé résiste plus efficacement a la hyaluronidase que 1’hydrogel chimique. Ainsi le gel
physique montre un comportement d’autoréparation.

Apres ces différentes études d’objectifs plutot industriels, nous avons effectué
quelques études plus fondamentales. Nous avons cherché a moduler les propriétés physico-
chimiques des dérivés alkylés du HA par ajout de petites molécules. Des a- et B-
cyclodextrines ont été ajoutées au systeéme associatif afin d’évaluer leurs influences sur les
interactions hydrophobes. Par ailleurs, nous avons ajouté des tensioactifs libres pour renforcer
le réseau physique, a faible concentration, et pour le détruire en présence d’un exces de ces
derniers. Cette étude a mis en évidence différents phénomenes, notamment la présence
d’agrégats. L’addition de cyclodextrines libres au systéme associatif a permis non seulement
de faire baisser les propriétés rhéologiques d’un réseau physique homogeéne obtenu avec un
dérivé alkylé portant des greffons en C10, mais aussi de mettre en évidence la formation
d’agrégats dans le cas des dérivés alkylés avec des greffons en C12. Nous avons pu aussi
constater que les dérivés en C8 ne sont pas associatifs et que les chaines semblent étre trop
courtes pour permettre un renforcement des propriétés viscosifiantes du HA en solution.

D’aprés cette étude, ’hypothése d’une simple inclusion des chaines alkyle greffées dans
la B-CD ainsi que dans 1’a-CD a été avancée pour expliquer 1’absence de différence notable
entre les 2 types de CD sur leurs propriétés de complexation vis-a-vis des dérivés alkylés.

Par ailleurs, I’ajout de chaines de tensioactifs au réseau physique a montré que les
propriétés physico-chimiques du polymere associatif augmentent lors de I’ajout de quantités
de tensioactifs inférieures ou égales a une concentration de CMC. Cependant, pour des
quantités supérieures a la CMC, nous avons obtenu une forte baisse des modules
rhéologiques conduisant a I’effondrement du réseau associatif.

La modulation des propriétés physico-chimiques nous permet de contrdler la viscosité du
systéme associatif par addition de petites molécules tel que l’a-cyclodextrine ou des
tensioactifs tel que le décyle sulfate de sodium (SDES).

Il serait intéressant de poursuivre et de développer ce travail pour différents projets.
Afin de compléter I’étude que nous avons effectuée et d’apporter des améliorations
supplémentaires sur les propriétés physico-chimiques de ce type d’hydrogels, il nous
semblerait intéressant de synthétiser de nouveaux dérivés similaires a ceux constituant cette
¢tude en introduisant des quantités trés limitées de jonctions covalentes entre les chaines
polysaccharidique. En effet, ceci pourrait augmenter la stabilité thermique et enzymatique de

ces dérivés et améliorer leurs temps de demi-vie dans la matrice extracellulaire.
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Par ailleurs, 1’analyse de la formation des agrégats entre les greffons hydrophobes des
polymeres modifiés en solution par diffusion dynamique de la lumiére pourrait apporter des
résultats complémentaires. Cette étude, donnant accés au coefficient de diffusion apparent
(donc au rayon hydrodynamique apparent des agrégats), permettrait d’obtenir des
renseignements sur la variation du nombre d’agrégats avec la concentration en polymeére ainsi
que sur le processus d’agrégation. De plus, il serait ainsi possible de comprendre dans quelles
mesures la présence et les caractéristiques de ces agrégats sont modifiées par des paramétres
physiques ou chimiques tels que la concentration en sel, 1’ajout de molécules compétitives....

La préparation de films multicouches de polyélectrolytes constitue un nouveau moyen
simple de fonctionnalisation des surfaces des matériaux. Ces films auto-assemblés a base de
polyélectrolytes présentent un intérét biologique car ils permettent de mimer des matrices
extracellulaires. Leurs applications vont des dispositifs optiques jusqu’au recouvrement de
biomatériaux. La technique de construction de ces films est basée sur la déposition alternée et
successive de polycations et polyanions.

L’acide hyaluronique qui a de nombreuses applications dans 1’adhésion cellulaire est
un agent intéressant pour ce genre de systeéme. Des fines couches de HA ont été adsorbées et
greffées sur des surfaces pour I’adhésion et la croissance des cellules. Le HA a été utilisé dans
des assemblées de multicouches par combinaison avec différents polycations et biopolymeres
tel que la poly(L-lysine) (PLL), le chitosane (CHI), I’hydrochloride polyallylamine (PAH) et
le collagéne (COLL). Tres récemment, de nouveaux films a base d’acide hyaluronique, seul
non associé a d’autres polymeres, ont été¢ développés. Ces films sont obtenus par la technique
de dépot couche par couche de HA™ modifié avec du HA en controlant 1’épaisseur du film a
I’échelle nanométrique. L’ inconvénient de ce type de film est qu’a une concentration en sel de
0,15M aucune croissance de 1’épaisseur du film n’est observée, contrairement aux
assemblages HA/PAH et HA/PLL. La réticulation par le carbodiimide a permis d’obtenir des
liaisons covalentes entre la fonction amide du HA™ et la fonction carboxylique du HA, ce qui
a permis d’obtenir de meilleures propriétés et résistance a la modification des forces
¢lectrostatiques.

Nous pensons que la formation des multicouches, a base d’acide hyaluronique
hydrophobiquement modifié, pourrait avoir un fort intérét pour ce type d’applications. Outre
la modification des propriétés mécaniques des films multicouches, les dérivés alkylés

pourraient encapsuler des molécules actives hydrophobes par formation de nanocavités.
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IDH
ITC

LDH
Lp
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MTT

NaCl
NaCNBH3
NaOH
NIF-NaHA

ODH

PBS
PDH
PicBH3
PVA

réf.

RMN C
RMN 'H
RN
ROESY

SDH
SEC

SVF

UE

acide isophthalique dihydrazide

isotherm thermodynamic calorimetry

acide icosanedioique dihydrazide
longueur de persistance intrinseque

liquide synovial

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

chlorure de sodium
cyanoborohydrure de sodium
hydroxyde de sodium

non inflammatory sodium hyaluronate

acide oxalique dihydrazide

phosphate buffer solution
acide pimélique dihydrazide
picoline borane

polyvinylique alcool

référence

résonnance magnétique nucléaire du carbone
résonnance magnétique nucléaire du proton
rouge neutre

rotational nuclear overhauser effect spectroscopy
acide succinique dihydrazide
chromatographie d'exclusion stérique multidétection

sérum de veau fétal

unité enzymatique
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\Y VDH acide valine dihydrazide
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doublet
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potentiel hydrogeéne

constante d'acidité
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rayon de giration
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singulet

température

triplet

temps

temps de relaxation
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MNred
MNrel
Msp
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Wl

déformation

gradient de vitesse
déformation complexe
déplacement chimique
temps infiniment petit
viscosité de la solution
viscosité du solvant
viscosité réduite
viscosité relative
viscosité spécifique
viscosité complexe
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masse volumique
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contrainte

contrainte complexe
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SYSTEMES ASSOCIATIFS A BASE D’ACIDE HYALURONIQUE MODIFIE:
SYNTHESE ET ETUDE DES RELATIONS STRUCTURE/PROPRIETES
RHEOLOGIQUES

Les travaux decrits dans ce mémoire sont consacrés au développement de nouveaux dériveés
amphiphiles de I’acide hyaluronique (HA) obtenus par greffage de chaines alkyle
hydrophobes le long de la chaine macromoléculaire hydrophile. La stratégie de greffage
présentée a été optimisée afin de pouvoir transposer la synthése a I’échelle industrielle.

Le comportement en milieu aqueux des polymeres natifs et les propriétés viscoelastiques des
systémes associatifs ont été étudiés par des mesures rhéologiques en écoulement et en régime
dynamique.

Une modulation des propriétés physico-chimiques est obtenue par la variation de la longueur
de la chaine du HA, de I’hydrophobicité des greffons et/ou de I’introduction dans le systéme
associatif des molécules hétes (alpha et beta cyclodextrines) ou des tensioactifs. Des
experiences de titration calorimétrique couplées a de la RMN bidimensionnelle (ROESY), a
des mesures de viscosités et a la modélisation moléculaire ont permis, suite a une analyse
détaillée, d’élucider les interactions entre des HA alkylés et des cyclodextrines.

Au cours de ce travail, nous avons présenté différents types de produits industriels développés
par des sociétés européennes et américaines en tant que viscosupplément, la
viscosupplémentation étant I’application visée pour nos dérivés développés dans le cadre de
cette thése.

MOTS CLES : Polysaccharides, biomatériaux, hydrogels physiques, systemes associatifs,
acide hyaluronique, interactions hydrophobes, rhéologie, viscosupplémentation.

ASSOCIATIVE SYSTEMS BASED ON MODIFIED HYALURONIC ACID:
SYNTHESIS AND STUDY OF THE RELATIONS BETWEEN THE STRUCTURE
AND THE RHEOLOGICAL PROPERTIES

The work described in this memory is devoted to the development of new amphiphilic
derivatives of hyaluronic acid (HA) obtained by grafting hydrophobic alkyl chains along the
hydrophilic macromolecular backbone. The strategy of grafting presented was optimized in
order to be able to transpose the synthesis on an industrial scale. The behavior in agueous
medium of the native polymers and the viscoelastic properties of the associative systems were
studied by flow and dynamic rheological measurements. A modulation of the
physicochemical properties is obtained by the variation of the HA molecular weight, the
hydrophobicity of the grafts and/or the introduction into the associative system of host
molecules (alpha and beta cyclodextrins) or of surfactants. Calorimetric titration coupled with
two-dimensional NMR experiments (ROESY), viscosity measurements and molecular
modeling, allowed us, after a detailed analysis, to elucidate the interactions between the
alkylated HA derivatives and cyclodextrins. During this work, we presented various types of
industrial products developed by European and American companies as viscosupplements,
viscosupplementation being the application targeted for our derivatives developed within the
framework of this thesis.





