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Résumeé

Les brQlures de 2eme degré profond et 3éme degré engendrent des perturbations cutanées,
telles une mauvaise oxygénation tissulaire ou une perte de liquide et de protéines. Le risque
de déshydratation et d'infections est donc prévenu dans les centres suisses de grands brilés
par l'application d'une couverture précoce appelée "pansement biologique". Il s'agit d'une
matrice biodégradable, principalement a base de collagéne dans la pratique quotidienne,
contenant des cellules progénitrices de peau foetale ensemencées.

Ce travail a pour but d'évaluer la faisabilité du point de vue théorique et en partie pratique d'un
nouveau type de pansement biologique sous forme de gel a base d’acide hyaluronique et de
cellules progénitrices foetales. L’acide hyaluronique (HA) est un biopolymére naturellement
présent dans le derme et dont les propriétés sont précieuses pour la régénération cutanée. De
plus, l'application d’un pansement biologique sous forme de gel permettrait de bénéficier des
bienfaits des hydrogels et de faciliter son application par les chirurgiens.

Dans un premier temps, I'analyse bibliographique a révélé les nombreux avantages de 'acide
hyaluronique et les multiples études qui démontrent ses bénéfices chez les grands brilés.

Puis, une partie expérimentale a été effectuée afin de tester la tolérance des cellules
progénitrices foetales au contact avec différentes concentrations d’acide hyaluronique. Les
résultats posent les bases et encouragent I'exécution de futures expériences a ce sujet.



Liste des abréviations

AFS Amniotic Fluid derived Stem cells (cellules souches amniotiques)
CPF Cellules Progénitrices Foetales

DA, kDA DAlton, KiloDAlton

DCM DecCellularized extracellular Matrix (matrice extracellulaire dépourvue de cellules)
EGF Epidermal growth factor (facteur de croissance épidermique)

FGF Fibroblast growth factor (facteur de croissance des fibroblastes)

GAGs GlycosAminoGlycanes

GMP Good Manufacturing Processes

HA Hyaluronic Acid (acide hyaluronique)

HA-HMW Hyaluronic Acid — High Molecular Weight (HA de haut poids moléculaire)

HA-LMW Hyaluronic Acid — Low Molecular Weight (HA de bas poids moléculaire)

HAS2 HA-Synthétase 2 (enzyme synthétisant le HA n°2)

HYAL HYALuronidase

MEC Matrice ExtraCellulaire

Pa, Pas unité PAscal, PAscal-seconde

PBS Phosphate Buffered Saline

PDGF Platelet-Derived Growth Factor (facteur de croissance des plaquettes)
Receptor for Hyaluronan Mediated Mobility (récepteur pour la mobilité due au

RHAMM
hyaluronane)

ROS Reactive Oxygen Species (dérivés réactifs de I'oxygéne)

RT Room Temperature (température ambiante)

TGF Transforming Growth Factor (facteur de croissance transformant)

TLR Toll-Like Receptor (récepteurs de type Toll)

UTR Unité de Thérapie Régénérative

uv UltraViolets
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1) Introduction

a) La Peau et les brilures?
i) LaPeau

La peau constitue notre premiere ligne de défense. Parmi ses nombreuses fonctions, cet organe
ayant une surface de 2 m? et ne mesurant que 0,05-1,5 mm d’épaisseur, permet non seulement de
nous protéger contre les agressions extérieures mais egalement de maintenir I'’hydratation et la
régulation de la température corporelle de I'organisme.

Du point de vue structurel, la peau est composée de trois couches distinctes : 'épiderme (couche
externe), le derme (couche intermeédiaire) et I'hypoderme (couche interne). L'épiderme est
principalement constitué de kératinocytes (90%), des cellules qui créent une barriere en maintenant
une cohésion structurelle. Cette premiére couche se renouvelle chaque 25 a 45 jours. Ensuite, les
principales cellules du derme sont les fibroblastes, qui synthétisent le collagéne, I'élastine et les
glycoprotéines, dont l'acide hyaluronique (HA). Enfin, 'hypoderme est composé de cellules
adipeuses, constituant la graisse sous-cutanée.

Du point de vue fonctionnel, I'épiderme permet surtout de nous protéger contre les bactéries et les
radiations, tandis que le derme assure I'élasticité cutanée grace a un réseau constitué de collagene
et d’élastine. Finalement, I'hnypoderme assure entre autres la thermorégulation.

i) Bralures : profondeur et étendue (adultes/enfants)

La peau posséde un considérable potentiel de régénération. Or, lorsque la Iésion est trop importante,
comme lors d’une grave brdlure, la vie du patient peut étre en péril car la peau ne peut plus assurer
correctement sa fonction et n’est pas capable de se régénérer de facon adéquate. La profondeur de
la brilure ainsi que la surface corporelle brilée constituent deux critéres importants pour déterminer
la gravité d’une brQlure. 2
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Figure 1: La peau et les degrés des bralures (figure mise a disposition par 'lUTR)

Epiderme

Derme

Les brllures engendrent une nécrose de I'épiderme ainsi que des tissus sous-jacents. La profondeur
de l'atteinte dépend de la température a laquelle sont exposées les cellules de la peau et de la durée
de I'exposition. (1) La profondeur de la destruction cutanée causée par la chaleur est classée selon
quatre niveaux ou degreés (Figure 1).

Les bralures de 1°" degré affectent uniquement I'épiderme et leur guérison se fait spontanément en
3 a 5 jours sans séquelle. Les brdlures de 2°™ degré touchent également le derme. Lorsqu’elles
atteignent uniquement la premiere strate dermique, elles sont dites superficielles et se résolvent en

1 Informations fournies par TUTR
2 http://iwww.chuv.ch/fr/brulures/brul-home/patients-et-familles/comprendre-la-brulure/, 25.05.2018



1 a 2 semaines, tandis que lorsque tout I'épiderme et tout le derme sont touchés, on parle de brllure
profonde de 2™ degré. Finalement, les brilures de 3°™ degré détruisent I'épiderme, le derme et
I'nypoderme. La greffe de peau est nécessaire lors de brilures de 2™ degré profond étendues et
de 3°™e degré car les cellules souches nécessaires pour la régénération cutanée sont endommagées
(Table 1).

Table 1: Classification des brdlures et potentiel de réparation, Adapté de Madaghiele et al. (2014) (2)

ClassuflAcanon des Profondeur Réparation cutanée spontanée
brllures
1¢ degré Epiderme Oui ; régénération épidermique
2¢me degré superficiel | Derme superficiel Oui ; épithélialisation avec ou sans cicatrice
2eme degré profond Derme profond Oui: épithélialisation (si étendue limitée) avec
cicatrices
3eme degré Derme et tissus sous- Non
dermiques

L’étendue des brilures est calculée en fonction du degré
des bralures et du pourcentage de l'atteinte par rapport a
la surface corporelle totale. En pré hospitalier, la regle
des 9 de Wallace est la technigue utilisée couramment
pour estimer le pourcentage atteint par les brdlures. Elle
permet de procéder rapidement a une premiére
estimation en associant des multiples de 9 et de % de
surface corporelle a chaque partie du corps (Figure 2) en
tenant compte du fait que la main du patient représente
1% de la surface corporelle (Figure 2). Lorsque la surface
corporelle brdlée atteint les 20% chez un adulte et les Figure 2: Régle des 9 de Wallace (figure mise
10% chez un enfant, on parle d’'un grand bralé.? a disposition par I'UTR)

iii) Prise en charge des grands bralés au CHUV

La Suisse possede deux centres de grands br(lés : un a Lausanne (Centre Hospitalier Universitaire
Vaudois, CHUV) et un autre a Zurich (Hépital universitaire). Le vécu des patients peut étre long et
douloureux. Environ 50 a 60 grands brdlés® par an sont admis au CHUV dans une unité spécialisée
ou ils sont suivis par un grand nombre de professionnels (chirurgien(e)s, anesthésistes, infirmier(e)s,
physiothérapeutes, médecins nutritionnistes, biologistes, etc.).® La prise en charge est subdivisée
en 4 phases (Figure 3).

PHASE INITIALE PHASE DE STABILISATION | 2™ PHASE DE STABILISATION PHASE DE REHABILITATION,
(CARDIO-RESPIRATOIRE) RECONSTRUCTION ET
REINTEGRATION

Evaluation et + Couverture précoce *  Greffes (en filet)

réanimation (pansements) « Greffes pleine épaisseur
Eventuellement prise de « Greffons de culture (CEA)
biopsie + Femeture définitive

24 272 heures 10 4 21 jours 1a2mois 2a3ans

Figure 3 - Prise en charge du patient brdlé au CHUV. Adapté de Berger et al. (2004)

3 Informations fournies par I'UTR



Lors de la premiére phase, le patient est réanimé et I'étendue des brillures est évaluée. Lors de la
deuxiéme phase, dite de stabilisation cardio-respiratoire, la surface atteinte est débridée puis un
antiseptique topique est appliqué. Le plus utilisé au CHUV est le lalugen Plus®, a base de
hyaluronate de sodium et de sulfadiazine d’argent. Cet antiseptique, sous forme de créme, est
facilement applicable et posséde une action anti-inflammatoire tout en accélérant la formation du
tissu de granulation afin de favoriser la cicatrisation. * D’autres produits sont également utilisés, tels
que 'Aquacel argent®, une compresse d’hydrofibre, employée surtout sur le visage des grands
brilés. Rapidement, une couverture précoce (un pansement biologique) est également appliquée
quotidiennement jusqu’a la chirurgie afin stimuler la réparation tissulaire. Puis, lors de la troisiéme
phase, également de stabilisation, les plaies sont définitivement fermées grace a des greffes. Enfin,
la quatriéme phase comprend la réhabilitation et la réintégration du patient.

Iv) Traitements cellulaires au CHUV
(1) Techniques de greffes autologues

Lorsque les brdlures sont profondes et ne peuvent pas cicatriser spontanément, il est nécessaire
d’effectuer des greffes de peau.

La méthode la plus utilisée est 'autogreffe de peau mince. Une mince couche de peau est prélevée
sur la région du thorax, du dos, de 'abdomen, des membres ou du cuir chevelu lorsque la surface
corporelle saine est trés restreinte. Cette technique chirurgicale se nomme « greffe de peau fine »,
qui peut étre en filet (« meshed graft ») ou pas, selon si la zone a recouvrir est vaste. Elle consiste
a prélever, a l'aide d’'un dermatome, de la peau saine d’'une épaisseur de 2 mm, en décollant
I'épiderme ainsi que la couche superficielle du derme et attendre que la peau se régénére (environ
une semaine) afin de pouvoir recommencer le processus théoriquement jusqu’a quatre fois sur le
méme site et obtenir une plus grande surface cutanée pouvant étre transplantée sur le méme
patient.

Lorsque la surface corporelle brllée atteint les 50-60% et que la peau saine ne suffit pas a greffer
les zones brllées, la greffe en culture est pratiquée. Une des méthodes, nommée « Cultured
Epidermal Autografts » (CEA), consiste a utiliser des kératinocytes de culture autologues destinés
a jouer le réle de greffe d’épiderme. (2) En d’autres termes, a partir d’'une biopsie d’une surface de
10 cm? effectuée sur le patient, des cellules sont prélevées puis cultivées afin de créer un feuillet de
cellules pouvant étre réappliquées sur la peau du méme patient. Cette méthode a permis de sauver
la vie des grands brQlés et est utilisée au CHUV depuis 1986. La surface cutanée obtenue a partir
d'un échantillon de cellules est remarquable mais il faut considérer minimum 3 semaines avant
d’obtenir un greffon.® A noter qu’'un désavantage de la CEA est la fragilité mécanique due a I'absence
de derme qui supporte la couche épidermique. Un objectif ambitieux dans le domaine de la
régénération de la peau est celui de réussir a reconstituer également le derme. (2)

(2) Les pansements biologiques allogéniques

Les brilures étendues (de 2°™ profond et de 3°™ degré) engendrent une perturbation de
'oxygénation des tissus, des pertes de liquide et de protéines qui augmentent le risque de
déshydratation et d’infections. C’est pourquoi il est important de couvrir la peau du patient afin de
soutenir sa réparation et limiter les conséquences. Pendant de nombreuses années, la peau de
cadavre puis la peau de cochon étaient utilisés et actuellement au CHUV sont appliqués les
pansements biologiques. (3)

4 Données mises a disposition par 'UTR
5 SOP du centre de production cellulaire



Les pansements biologiques sont constitués d’'une matrice biodégradable, composée de collagéne
équin, ou sont ensemencées des cellules progénitrices de peau fcetale issues d’'une banque
cellulaire clinique produite selon les normes GMP a partir d’'un unique « don d’organe » enregistré
dans le programme de transplantation.

Les cellules progénitrices foetales sont des cellules différenciées, a ne pas confondre avec les
cellules souches. Elles sont plus résistantes au stress oxydatif et ont des besoins nutritionnels
minimaux tout en ayant un grand potentiel de prolifération et des propriétés immunogenes trés
basses.(4) Le but de ces bandages biologiques est d’activer la régénération tissulaire, donc ils ne
correspondent pas a une greffe cutanée. (2)

En Suisse, le premier programme de recherche translationnelle nommé plate-forme B5, « Biological
Biodegradable & anti-Bacterial Burn-wound Bandages » mis en place de 2014 & 2017 par TUTR a
pour but de tenter d’améliorer I'efficacité des pansements biologiques cicatrisants destinés aux
grands brilés. D’intéressantes perspectives se dessinent dans ce domaine et de nouvelles
formulations de matrice pour les cellules progénitrices sont en cours de développement (Figure 4).5

| Prét en 24h

Figure 4: Pansement biologique : cellules progénitrices sur une matrice biodégradable de collagene (figure mise a
disposition par 'UTR)

v) Matrices de support cellulaires, I'hydrogel comme potentiel candidat

Différentes méthodes de livraison de fibroblastes progéniteurs ont été testées et seulement les
matrices a base de collagéne ont démontré de bons résultats cliniques. L'UTR est donc a la
recherche de nouveaux supports afin d’augmenter I'efficacité des pansements biologiques.

(1) Définition d’un « gel »

De fagon générale, le terme « gel » désigne une solution qui, a la suite d’une transformation physique
ou chimique, atteint un état semi-solide tout en conservant le solvant a I'intérieur. Les gels sont des
matériaux doux et humides, capables de subir d’importantes déformations. En particulier,
I'organisme vivant est constitué en grande partie de gels, présents surtout dans la peau.

Les hydrogels sont des gels « gonflés » par un liquide qui est I'eau. Le corps humain posséde ce
qgu’on appelle des « systemes souples », constitués de collagéne et de glycosaminoglycanes (tel
que l'acide Hyaluronique (HA)) qui sont définis des hydrogels car ils possedent 60-80% d’eau. (5)

6 Données mises a disposition par 'UTR



(2) Les hydrogels

Les hydrogels, étant formés par des

réseaux tridimensionnels de polymeres 50 - W Hydrogel-based dressings specific for burns
hydrophiles, sont capables de retenir 45 -
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liquide biologique. lls possédent donc | 35
une similitude avec la MEC native
tissulaire, qui leur confere plusieurs | 25

avantages. Leur biocompatibilité, leur |z 20 I B I

o
o, R | -
biodégradabilité ainsi que leur capacité §1s— [ |
de supporter 'encapsulation des cellules |3 101 -
ou des facteurs de croissance, rendent 5
leur ufullsatlon tres vas_te dans différents 0 278 5 3 8 2 = N 8 3
domaines pharmaceutiques. (6) S & § €& § § & & g5 g

L'hvd | ; L, . Year of publication
y, rogel, etant un mate}nay non Figure 5 - Développement de matrices sous forme d'hydrogel, en
adhérent, est capable de générer un particulier lors de brilures. Nombre d'articles croissant dans les

environnement humide, « in vivo-like », 10 dernieres années, Figure 3 de Madaghiele et al. (2014) (2)
permettant de réhydrater les tissus et absorber 'exsudat a partir de la lésion cutanée de maniére
réversible selon les stimuli environnementaux (température, pH, degré de réticulation), tout en
emprisonnant les bactéries, les détritus et d’autres corps étrangers grace a I'étroite dimension de
ses mailles (environ 100 nm lorsqu’il est gonflé). (2,7,8) Grace a leur composition, les hydrogels sont
capables de garder leur structure tout en absorbant davantage de liquide. De plus, la grande quantité
d’eau qu’ils contiennent facilite la transmission de vapeur d’eau et d’oxygéne, bénéfiques pour la
réparation tissulaire. (2,8)

Donc les hydrogels sont tres souvent employés pour le traitement des plaies (9) et la Figure 5 illustre
bien l'intérét porté envers cette forme de matériau. Leur utilisation en tant que matrice de support
cellulaire permet de créer une barriere physique protégeant les cellules, tout en améliorant I'efficacité
thérapeutique des cellules transplantées. L’encapsulation des cellules dans un biomatériau réduit
en outre leur potentielle action immunogéne en augmentant leur viabilité. Différents matériaux
naturels et synthétiques ont été étudiés avec I'encapsulation de différents types de cellules telles
gue les fibroblastes ou les cellules d'llots pancréatiques. (10)

(3) L’intérét des hydrogels en clinique

La culture des cellules ex vivo est de plus en plus nécessaire pour les études dans le domaine de
la médecine régénérative. La matrice de support pour les cellules ne sont pas des véhicules passifs
de transport mais constituent des microenvironnements essentiels pour la signalisation et la
prolifération cellulaires. Les cultures en 2D, c’est-a-dire a la surface de tissus, sont typiques in vitro.
Toutefois, la culture des cellules dans des environnements 3D a montré étre meilleure car les
cellules acquiérent leurs comportements natifs. Différentes matrices 3D, destinées a la culture
cellulaire et possédant les aspects du microenvironnement naturel, ont été étudiées.

Parmi celles-ci, les hydrogels synthétiques ou naturels, ont démontré une efficacité distincte grace
aux nombreuses caractéristiques citées ci-dessus. De plus, plusieurs hydrogels peuvent étre créés
sous des conditions cytocompatibles et étre modifiés afin d’acquérir ou varier certaines
caractéristiques selon le besoin. Les hydrogels peuvent étre formés a partir de plusieurs matériaux
naturels ou synthétiques. Les gels naturels sont formés par des protéines et des composants de la
MEC tels que le collagene, le HA ou des matériaux dérivés de sources biologiques tels que le
chitosan ou lalginate par exemple (Annexe a). Leur origine naturelle leur confere une
biocompatibilité et une activité biologique promouvant les fonctions cellulaires, caractéristiques
bénéfiques pour la viabilité, la prolifération et le développement des cellules. (11)



Dans l'ingénierie tissulaire, les matrices sous forme d’hydrogels sont donc trés attrayantes. Parmi
les différents polyméres possibles, I'acide hyaluronique (HA) constitue une option trés intéressante,
grace a ses nombreuses caractéristiques qui lui permettent de moduler plusieurs processus
biologiques, comme la migration et la prolifération des kératinocytes. (3)

b) L’Acide Hyaluronique (HA)
i) Généralités
Le HA est un biopolymére présent naturellement dans la matrice extracellulaire des tissus de tous
les animaux, majoritairement au niveau du cordon ombilical, du liquide synovial, de la peau et du
corps vitré. (12) Il fait partie de la famille des GAGs et ses chaines peuvent atteindre des longueurs

de 2000 a 5000 diméres, ayant in vivo un poids moléculaire de 10? a 10* kDa. (6) Il est composé de
séquences répétées de disaccharides d’un acide D-glucuronique et d’'un N-acétyle-D-glucosamine

4 COO~Na*
o}
HO
oH 1 3 NH T
c=0
CH,

Figure 6: Unité monomérique du HA, extraite de Tezel et Fredrickson (2008), (16)

liés par des liaisons glycosidiques alternées B-1,4 et -1,3. (13) Selon les propriétés de la molécule,
différents noms lui sont attribués. Le terme « acide hyaluronique » a été attribué dés sa découverte
car il se comportait comme un acide faible. Physiologiquement, il se présente sous forme d’un
polyélectrolyte associé a des cations, prenant souvent le nom de « hyaluronate de sodium » ou «
hyaluronate ». Le terme « hyaluronane » est utilisé pour désigner 'ensemble des formes possibles
de la molécule. (14)

Le HA est sécrété principalement par les fibroblastes, cellules qui synthétisent également la
hyaluronidase, une enzyme qui dégrade le HA. Le turn-over du HA est rapide, car il est renouvelé
chaque jour au niveau de I'épiderme et chaque 3 jours environ au niveau du derme. In vivo, le HA
est également détérioré par les radicaux libres. (3)

Ses propriétés uniques le rendent important pour notre organisme, car il détermine la forme et
'organisation architecturale des tissus grace au réseau qu’il forme avec les faisceaux de collagene.
Chez 'lhomme, 50% du HA se trouve dans la peau, ou il représente un composant clé de la MEC
car il maintient, entre autres, 'intégrité et I'hydratation du tissu cutané en immobilisant les molécules
d’eau. (15) La concentration de HA au niveau de la peau adulte est de 0,03 a 0,09 g/100g de tissu.
(6) Gréace a son pouvoir hygroscopique, il est capable de former des gels viscoélastiques en attirant
et en fixant jusqu’a 1000 fois son poids en molécules d’eau. La viscosité du gel formé sera
notamment dépendante de la concentration de HA, de la longueur de ses chaines, de la température
et du pH. (6)

Le role du HA dans la peau n’est pas seulement hydratant, car sa présence influence également la
prolifération et la réparation cellulaire. (16) C’est pourquoi, lors du vieillissement, sa concentration
diminue dans certaines zones et la cicatrisation se fait moins bien (15). Les propriétés du HA
encouragent son utilisation dans le domaine de l'ingénierie tissulaire. Toutefois, le HA est vite
dégradé en cas d’inflammation, ce qui limite sa présence dans les tissus et par conséquent son
utilisation directe en médecine. Grace a des méthodes chimiques destinées a modifier ses
caractéristiques naturelles, la résistance du HA a pu étre augmentée. (3)



i) Sources de HA

Historiguement, le HA a premierement été extrait a partir de crétes de coq et de cordons ombilicaux
(Table 2). Par la suite, le rendement a pu grandement étre amélioré grace a la production du HA par
des bactéries. (15) Les unités monomériques du HA sont identiques selon qu’il provienne des
animaux ou des bactéries. Cette ubiquité lui confere une excellence tolérance immunitaire. (17)
Chez les animaux, le HA est présent dans de nombreux tissus comme les tissus conjonctifs, nerveux
ou épithéliaux. Selon sa localisation, sa concentration et sa forme peuvent changer : il peut se
trouver dans la matrice extracellulaire, circuler librement ou étre associé a un tissu (6).

Table 2: Nature et caractéristiques des sources de HA

Source Rendement Tolérance
Crétes de coq 0,9 g/kg de substrat
+ 0,5% de protéines p .
. Désavantage :
ATIETE Allogénique
Cordons ombilicaux humains Polymere plus long :
4-6 MDa
) _ 6-10 g/kg de modt de culture
L. Streptococcus Zooepldermlcus Avantage : Excellente
Bactéries N . . ; o
- Polymere plus court : tolérance immunitaire
Streptoccocus equi 1,5-2,5 MDa

iif) Applications médicales du HA

Le HA a été découvert en 1934 mais sa premiére application clinique remonte a I'année 1968, ou il
a été utilisé pour traiter un grand bralé. Depuis, tous les champs de la médecine ont pu bénéficier
de ses nombreux bienfaits et son application s’est révélée efficace dans différents domaines tels
gue la chirurgie ophtalmique et esthétique, les pathologies pulmonaires et rhumatologiques, les
produits cosmétiques ainsi que la régénération de la peau. (6) En effet, il existe actuellement
différents produits a base de HA ayant démontré une efficacité sur la régénération tissulaire (voir
chapitre: HA - applications topiques en cas de brdlures)

iv) Matrices sur le marché a base de HA pour traiter les bralures

Selon le but recherché, différents produits & base de HA (seul ou avec cellules) ont été congus pour
le traitement des brdlures. Le HYAFF ® 11 est un biopolymeére dérivé du HA, qui est obtenu par des
modifications chimiques d’estérification. || permet d’augmenter la stabilité du HA tout en maintenant
ses caractéristiques biologiques originales. La dégradation de produit se fait progressivement,
devenant graduellement plus similaire & du HA natif. Les produits congus avec HYAFF®11 par la
Fidia Advanced Biopolymers (Abano Terme, Italie) sont illustrés dans la Table 3. Plusieurs études
ont montré I'utilité et la grande efficacité de ces matrices a base de HA sur les grands brdlés. (3,18—
21)



Table 3: Produits sur le marché a base de HA pour traiter les bralures

Indications lors

Nom Composition - Réf.
0 P de brilures
2 feuillets
Hvalomatrix - Couche superficielle en silicone :
y protection contre les contaminations, Brdlures
prévention perte excessive de liquides. modérées a
séveres

- Couche en contact avec la plaie : stimule

HA seul les fibroblastes grace au relachement C)
prolongé et graduel de HA
Plaies
superficielles
Hyalosafe Pansement transparent Brllures de 1°" et
2¢me degré
superficiel
Hyalograft 3D
1 seule membrane recouverte de
ﬁ fibroblastes
HA + Plaies profondes (17,
cellules P (22)
Lasersklni Membrane de HA micro perforée a travers

migrent les kératinocytes pour atteindre la
plaie

v) Objectif de ce travail de master : formulation d’un gel pour les grands bralés a base
de HA et de cellules progénitrices feetales (CPF)

L’objectif de ce travail est donc celui d’explorer la littérature actuellement disponible afin d’évaluer
la faisabilité, les avantages et les éventuels inconvénients d’'un pansement biologique pour les
grands brdlés sous forme d’'un hydrogel a base de HA et de CPF.

A la fin de I'exposé bibliographique, une bréve partie expérimentale est dédiée a I'étude de la survie
des CPF de la peau dans des gels de HA a différentes concentrations.

2) Méthodes de 'analyse Bibliographique
a) Criteres d’éligibilité
Les criteres PICOS sont les suivants :

Population étudiée : modéles humains et animaux (in vivo et in vitro)

Intervention : traitement topique de HA avec +/- des cellules pour les patients grands brulés
Comparaison : thérapies cellulaires actuelles du CHUV

Outcome : formulation optimale d’un gel avec du HA et des cellules

Schéma de I’étude : tous les types d’articles

Les références en anglais, frangais et italien ont été considérées. Les articles plus anciens que 1990
ont été exclus a priori afin de filtrer les informations aux 30 derniéres années.
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b) Stratégie de recherche

Les articles ont été recherchés sur les plateformes de Pubmed, Cochrane Library et Google Scholar.
La derniére recherche a été effectuée en novembre 2017.

La recherche a été effectuée en anglais et les mots clés utilisés sont les suivants : “ hyaluronic acid

[T ” ” o« T

or HA or hyaluronan “, “wound healing or tissue repair”, “ tissue engineering”, “cell therapy®, “burns”,

“gel or hydrogel”, “topic application”, “scaffold or matrix”.

Les références utiles ont été sélectionnés par la lecture du titre et de l'abstract. De plus, une
recherche manuelle des bibliographies de chaque article a été effectuée afin de trouver d’autres
références utiles remplissant les critéres d’éligibilité.

c) Méthode d’analyse

Une évaluation scientifique a été effectuée par les tutrices et des articles pertinents, issus des
bibliographies, ont été ajoutés dans un deuxiéme temps.

3) Résultats de I'étude bibliographique

Soixante-huit articles ont été choisis pour I'analyse bibliographique (Figure 7) qui pour la plupart ont
été publiés ces 10 dernieres années (Figure 8). Ces articles ont été classés en 4 catégories
principales (Figure 9) :

1) articles exposant les propriétés et I'utilité du HA dans la réparation tissulaire,

2) articles discutant de I'application topique du HA, sans 'association avec des cellules,

3) tous les articles oul le HA figure en tant que matrice de support cellulaire dans le domaine du génie
tissulaire,

4) articles accentuant les propriétés du gel a base de HA et ceux utiles pour la formulation d’'une
matrice de HA sous forme de gel incluant des cellules.

Nombre d'articles sélectionnés

Recherche dans les bases de données

Articles spécifiques au sujet
Sélection des articles par les tutrices
Articles pertinents ajoutés

Total des articles pour le travail :

Figure 7: Résultats du nombre d'articles sélectionnés pour le travail
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Figure 8: Répartition des articles utilisés selon I'année de parution
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Figure 9: Classification des 68 articles en 4 catégories principales

a) HA - chimie et implication dans la réparation tissulaire
1) Chimie

Du point de vue de la synthése, le HA est produit principalement a la surface des fibroblastes
dermiques et des kératinocytes épidermiques par extrusion hors de la membrane plasmique en
association avec le récepteur CD44, principal récepteur du HA. (23) La synthése du HA est entre
autres stimulée par différents facteurs de croissance tels que FGF, TGF-a/p, EGF, PDGF. (6) (24)
Lorsque les fibroblastes ou les cellules mésothéliales sont mises en culture, elles produisent une
sorte de gel autour d’elles, riche en HA, qui crée un microenvironnement pourvoyant a leurs besoins
tout en les protégeant contre les agressions externes. La nature de ce gel et son interaction avec
les cellules varie en fonction de la cellule en question. (12) A noter que la synthése du HA est
influencée par différents facteurs. Une étude a montré que les protéines synthétases de HA
augmentent la production du HA notamment lorsque les concentrations de lactate sont élevées. (25)
En effet, les lactates augmentent I'expression du récepteur CD44 et donc la concentration de HA.
(24)

Les interactions entre le HA et les cellules se font via des récepteurs, qui sont principalement le
CD44 et le RHAMM. L’interaction entre le récepteur CD44 et le HA est importante pour de
nombreuses fonctions telles que I'inflammation et la réparation tissulaire. (13) Le récepteur CD44
est un puissant régulateur de la perméabilité épidermique car l'interaction entre le HA et ce récepteur
régule la différenciation de I'épiderme en induisant une réorganisation du cytosquelette des
kératinocytes. De plus, cette méme interaction intervient également dans la formation et la sécrétion
des corps lamellaires importants pour la matrice lipidique extracellulaire de I'épiderme.(26) (Annexe
d)

ii) Le HA et la régénération cutanée

A I'état physiologique, le HA se présente dans le derme sous forme d’un polymére a haut poids
moléculaire (10° Da). Sous cette forme, le HA n’induit pas I'expression de génes de I'inflammation
ou de la prolifération cellulaires mais est plutét anti-angiogénique et anti-inflammatoire. Le HA-HMW
a un effet cytoprotecteur et est exprimé dans les tissus sains. (6,24) Il influence considérablement
la biodisponibilité des cytokines et des facteurs de croissance au sein des tissus (13). A noter que
le HA-HMW promeut également l'induction des cellules T régulatrices (14). Son administration
exogene a montré promouvoir la résolution des phases de la réparation tissulaire et induire donc la
résolution de I'état inflammatoire. (27) De plus, dans certaines conditions, il se lie au récepteur CD44
et met les cellules en quiescence en bloquant leur signalisation qui conduit a la mitose (13). En
revanche, lorsque le HA natif est lysé, il en résulte des fragments de HA-LMW (définit avec un poids
<500 kDa (28)) qui se lient aux TLR, induisant I'expression de génes inflammatoires. En effet,
Gariboldi et al. (2008) ont constaté que le HA-LMW (< 200 kDa) augmente le relargage des g -
défensines par les kératinocytes stimulant les récepteurs TLR 2 et 4. Il en résulte la stimulation de
la production de cytokines et chémokines par les macrophages et l'activation des cellules
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dendritiques et des cellules T. (29) Les fragments de HA plus petits que 12 unités induisent un « état
activé » des macrophages. (27) C’est pourquoi, les fragments de HA présentent des propriétés
inflammatoires et angiogéniques (entre 8-32 unités (14)) et leur présence (entre 20-200 kDa (14))
reflete I'état de stress d’un tissu. (24)

Lors d'une |ésion cutanée, le HA joue un rbéle important dans linitiation de la réponse tissulaire, le
maintien de I'intégrité cellulaire ainsi que la finalisation de la réparation de la peau. Chez I'adulte, sa
quantité au niveau du site de la Iésion augmente rapidement, atteignant son maximum aprés 3 jours.
(24) Sa production est initialement assurée par les kératinocytes puis par les fibroblastes. (23) Le
HA est ensuite complétement éliminé aprés 10 jours environ. (24) En effet, les hyaluronidases
s’activent et fragmentent le HA-HMW. Les fragments résultants, surtout entre 4 et 25 disaccharides,
s’accumulent et stimulent 'angiogenése ainsi que la migration cellulaire. (6) Les oligosaccharides
de HA (entre 3-10 disaccharides) ont montré dans une étude qu’ils induisent une cascade
enzymatique, stimulant la prolifération des cellules endothéliales, tandis que le HA-HMW a peu
d’effet. (30) Les effets des oligoméres de HA ont été démontrées in vitro et in vivo, par exemple chez
le rat. Le HA-LMW interagit avec les cellules endothéliales grace a la coopération des deux
récepteurs cités ci-dessus, soit le CD44 et le RHAMM. D’une part, en se liant au récepteur CD44,
les oligomeéres provoquent une réponse mitotique ainsi qu’une induction de la croissance de
nouveaux capillaires, grace entre autres a la stimulation de la production de TGF- g localement.
D’autre part, en se liant au récepteur RHAMM, les fragments de HA induisent un remodelage du
cytosquelette, favorisant la migration cellulaire en fournissant aux cellules une matrice hydratée et
fluide. (13,14) Le HA, surtout avec un poids moléculaire de 330 kDa, accélére significativement la
migration cellulaire et la fermeture de la plaie. De plus, une étude a montré que les kératinocytes
endommageés par la chaleur sont réparés de fagcon remarquable par le HA, en particulier avec un
poids moléculaire de 1070 kDa, comparé a d’autres polymeres tels que le carbomer ou l'alginate de
sodium. (7)

Aya et Stern (2014), dans leur revue « Hyaluronan in wound healing : rediscovering a major player
», expliquent I'implication du HA dans toutes les étapes de la cicatrisation cellulaire, montrant comme
le HA est un promoteur de l'inflammation. Ce biopolymeére constitue un élément essentiel dans le
recrutement des leucocytes, dans le maintien de l'intégrité vasculaire et de 'ensemble du processus
de réparation tissulaire. Les auteurs définissent le HA comme la molécule clé du milieu inflammatoire
et de la régulation immunitaire de 'inflammation car il assure le dialogue entre la MEC lésée et les
cellules inflammatoires (24). A noter que Safrankova et al. (2010) ont étudié le comportement des
phagocytes en présence de différents poids moléculaires de HA. L’étude a révélé que les
phagocytes sont potentialisés au maximum par du HA-LMW (52 kDa) et au minimum par du HA-
HMW (970 kDa). (31)

Finalement, I'implication du HA dans la réparation tissulaire peut étre également constatée
indirectement par les différentes capacités de cicatrisation constatées chez le foetus versus la
personne agée. Dans le premier cas, le HA est présent en grandes quantités chez le fcetus et dans
le liquide amniotique, prévenant ainsi la fibrose et la formation de cicatrices. (24) Il s’avere que le
HA reste plus longtemps sur le site de la Iésion par rapport a I'adulte suggérant que le HA puisse en
partie réduire le dépot de collagéne et éviter les cicatrices. (32) Un environnement persistant riche
en HA influence les interactions entre les cellules et entre ces derniéres et la MEC, impliquant ainsi
a une réparation tissulaire sans cicatrice qui se constate chez le foetus. (14) En revanche, chez les
personnes agées, le métabolisme du HA est compromis. En effet, I'habilité & générer des fragments
de HA est diminuée chez les personnes agees, ce qui entrave le processus de réparation tissulaire.
(24) A savoir que le remodelage de la MEC aprés application du HA est augmenté avec un dép6t
de collagéne plus ordonné car I'adhésion cellulaire dans la MEC est liée au récepteur CD44 et au
HA. La production de HA par les fibroblastes est stimulée par les facteurs de croissance tels que
TGFB, B-FGF, PDGF, EGF. Toutefois, il a été démontré que les fibroblastes adultes et foetaux ne
réagissent pas de la méme maniere. En effet, la sensibilité des cellules foetales aux facteurs de
croissance est moindre par rapport aux fibroblastes adultes. (25)
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Toutefois, I'action métabolique et I'implication du HA lors de la réparation tissulaire révélées par de
nombreuses études cliniques in vivo et in vitro, semblent étre mises en discussion par I'étude de
Dong et al. (2016). Les auteurs mettent en évidence le fait que les effets pro-inflammatoires des
fragments de HA puissent étre corrélés a I'impureté du HA utilisé, car lors de 'emploi du HA sans
endotoxine, il N’y a plus d’effet inflammatoire. (33)

i) Hyaluronidase

Du point de vue de la dégradation du HA, les principales enzymes sont les hyaluronidases, D’'une
part, HYAL-1 est une enzyme lysosomale, présente dans tous les tissus, dont le rbéle est de
fragmenter le HA-HMW et LMW en oligoméres. Son activité est restreinte dans un intervalle de pH
entre 3.5 et 3.8. D’autre part, HYAL-2 est responsable de dégrader le HA-HMW dans la MEC et de
générer des fragments d’environ 20 kDa. Son activité est optimale dans un intervalle de pH plus
large, soit entre 6 et 7. (14) Il existe également une HYAL-3 dont le role biologique n’est pas encore
bien défini et une HYAL-4 qui dégrade préférentiellement d’autres GAG, tels que les chondroitines
sulfates. La dégradation du HA est également effectuée par les ROS, et curieusement, les fragments
gui en résultent protégent les cellules contre les dommages des radicaux libres. (6,23,24) Il faut
noter qu'une étude de Presti et Scott (1994) a révélé que cette protection cellulaire était mieux
assurée par le HA-HMW (1218 kDa) que par celui de LMW (176 et 668 kDa). (34)

Le 20-30% du turnover du HA dans la peau se fait localement tandis que le reste est éliminé par le
systéme lymphatique. Lorsqu’il atteint la circulation sanguine, 85-90% du HA est éliminé par le foie,
puis le reste par le rein. Sa demi-vie sanguine est de 2-5 minutes, donc les concentrations sanguines
de HA sont physiologiquement trés faibles. (12) Toutefois, lors d’'une situation de stress extréme tel
que les brilures étendues, les niveaux de HA dans le sang augmentent, permettant ainsi d’expandre
temporairement le volume intravasculaire en situation d’urgence. Le mécanisme se mettant en place
rapidement, les concentrations de HA s’élévent grace a une diminution de sa dégradation plutot
qu’une augmentation de sa production, raison pour laquelle les inhibiteurs des hyaluronidases sont
des protéines produites par le foie dans la phase aigué. (24)

Il semble que la fragmentation du HA soit un processus nécessaire au déclenchement de la réponse
inflammatoire et que la résorption secondaire des fragments de HA soit fondamentale pour que le
processus cicatriciel puisse se terminer. (35) L’étude sur l'activité de la HYAL-1 de Fronza et al.
(2014) a démontré que cette enzyme accélére le processus de réparation tissulaire. En effet, a basse
concentrations, la HYAL-1 optimise la migration et la prolifération des fibroblastes, induisant une ré
épithélialisation in vivo plus rapide. lls ont également constaté que cette enzyme augmente l'activité
de la myélopéroxydase des neutrophiles, permettant un meilleur recrutement d’autres leucocytes,
nécessaire dans le processus de réparation cellulaire. Le traitement des plaies avec la HYAL a
révélé augmenter 'angiogenése. Ainsi, les effets pro-angiogéniques démontrés par le HA-LMW,
pourraient étre attribués a I'activité d’une taille spécifique de la HYAL, qui reste encore a prouver
expérimentalement. (36)

Nous pouvons donc constater que de nombreuses études ont démontré I'implication fondamentale
du HA dans le processus de la réparation tissulaire. Ce biopolymere, composant majeur de la MEC,
possede de nombreuses caractéristiques uniques qui le rendent une molécule attrayante a utiliser
dans le domaine de lingénierie tissulaire (Table 4). Le HA représente une molécule pivot du
processus d’inflammation et de cicatrisation tissulaire et sa structure 3D lui permet d’étre impliqué
dans 'adhésion et la migration cellulaire. Son action est modulable selon son poids moléculaire, ses
récepteurs et sa concentration tissulaire. Le HA-HMW posséde un réle structurel au sein de la MEC
des tissus en régulant I'hydratation et la plasticité de ceux-ci. Il protege en effet les cellules des
agressions enzymatiques, des UV et de la propagation virale et bactérienne.

14



Table 4: Résumeé des propriétés du HA et leurs avantages pour lI'ingénierie tissulaire

Propriété Avantage Commentaire Réf.
Comgosant naturel Biodégradabilité compléte 50% se trouve dans la couche dermique de (15)
e la MEC la peau
Non immunogéne | Biocompatibilité compléte Méme structure a travers toutes les especes | (24)
Variation de la viscosité en fonction des
mouvements oscillatoires. Les mouvements
Viscoélasticité Lubrification biologique idéale | rapides réduisent la  viscosité en (12)
«inconstante » augmentant ['élasticité, ce qui permet de
restaurer la déformation et minimiser la
distorsion cellulaire.
Maintien important de
Pouvoir 'hydratation du tissu 1000 fois son poids en eau ©)
hygroscopique per.mettant entre autres de 10'000 fois son volume (24)
faciliter les échanges de (7
nutriments
Eliminateur des Antioxydant, protecteur de | Il piege les ROS et les radicaux libres
e s (32)
ROS I'épiderme générés par les UV

Les chaines complétes de HA ont également un rble de réservoir moléculaire grace a leurs multiples
sites anioniques qui leur permet de séquestrer ou de libérer des cytokines et des molécules de
signalisation. Les oligoméres de HA ont plutét un réle métabolique impliquée dans le fonctionnement
cellulaire de la peau. lIs régulent le processus inflammatoire, 'angiogenése et la réparation tissulaire,
éléments essentiels lors de brdlures étendues (Table 5). (35,37) Davantage d’études sont
nécessaires afin de comprendre si les effets métaboliques attribués au HA sont dus a ses fonctions
intrinséques ou indirectement a ses endotoxines. L'utilisation d’'un HA purifié est nécessaire afin qu'il
n’y ait pas de confusions. (33) Finalement, davantage d’études sur la hyaluronidase permettraient
de mieux comprendre la complexité de I'équilibre entre le HA-HMW et LMW impliqués dans la
réparation tissulaire.

Table 5: Comparaison des effets du HA de haut poids moléculaire vs le HA de bas poids moléculaire

HA de haut poids moléculaire HA de bas poids moléculaire (<500 kDa)
e Exprimé dans les tissus sous « stress »
e Exprimé dans les tissus sains e Augmente le relargage des p-défensines par les
e Influence la biodisponibilité des cytokines keratinocytes
et des facteurs de croissance e Stimule les récepteurs TLR
e Cytoprotecteur e Induit la production de TGF- g local
e Résout I'inflammation par I'induction des ¢ Active les cellules dendritiques et les phagocytes
cellules T régulatrices e Stimule I'angiogeneése (via le récepteur CD44)
e Met les cellules en quiescence (via le ¢ Active le remodelage du cytosquelette (via le récepteur
récepteur CD44) RHAMM) en stimulant la migration cellulaire

b) HA - applications topiques en cas de brilures

Les biomatériaux appligués de maniere topique chez les grands briQlés doivent pouvoir initier et
stimuler une réparation tissulaire rapide et efficace en créant un environnement humide et stérile.
Les polymeéres hydrophiles naturels ou semi-synthétigues semblent étre des matrices cellulaires
prometteuses pour lingénierie tissulaire grace a leur biocompatibilité et leur potentielle
biodégradabilité. (38)

Nous avons discuté précédemment que le HA est un biopolymere conservé a travers toutes les
espéeces qui a démontré avoir des propriétés viscoélastiques et biologiques uniques. En effet, son
emploi recouvre diverses utilisations cliniques, comme I'application topique sur les plaies afin de
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faciliter la régénération cutanée. (39) Les matériaux a base de HA peuvent contribuer a I'activité
biologigue des cellules contrairement aux polyméres synthétiques. (14)

Le HA a grandement été investigué comme véhicule pour délivrer des médicaments que ce soit par
voie ophtalmique, nasale, pulmonaire, parentérale ou topique. (40) En application topique, le HA
semble augmenter le temps de résidence d’autres agents. En effet, lors d’état inflammatoire, les
récepteurs CD44 et RHAMM sont up régulés favorisant la liaison du HA. (32) Différents biomatériaux
a base de HA ont été mis au point afin de libérer d’'une maniére programmeée les facteurs de
croissance ou les cytokines induisant la prolifération des cellules. (35) L’action immunomodulatrice
du HA est bénéfique, car elle augmente les capacités de régénération tissulaire lors de brllures, de
plaies épithéliales chirurgicales ou de plaies chroniques. (37)

Actuellement, différentes formulations du HA existent et des revues de littérature ainsi que des méta-
analyses ont démontré que le HA a un effet positif sur la régénération tissulaire, notamment lors de
brhlures, quelle que soit la forme d’application. Lesdites formulations peuvent prendre la forme d’'un
gel ou d’'une creme a base de HA (lalugen®), de matrices composées entierement par du HA
(Hyalomatrix®, Hyalosafe®)’, des feuillets inertes imprégnés par du HA ou utilisés comme un
substrat pour 'adhésion de cellules autologues destinées a la greffe (voir chapitre : HA - matrice de
support cellulaire dans lingénierie tissulaire). Dans I'Annexe b)Erreur! Source du renvoi
introuvable., sont résumées et illustrées les études employant les diverses formulations de HA chez
les grands brllés. (16)

Le HA a été utilisé sous forme de gel, notamment pour I'administration du Diclofénac, montrant
étre un produit bien toléré, sir et efficace (40), ou encore pour 'administration de la vitronectine afin
d’augmenter la ré-épithélialisation de bralures partielles chez I'animal. Un des effets bénéfiques du
HA est celui de maintenir la concentration de certaines molécules dans I'épiderme. (41) Un hydrogel
a base de HA avec des cellules AFS encapsulées est en cours de développement, son but serait de
stocker et relacher les facteurs de croissance produits par les cellules. (42) Une autre étude,
substituant le sodium, présent dans la forme la plus commune de HA, par du Zinc, a permis d’obtenir
des effets antimicrobiens et anti-inflammatoires importants. Le gel a base de HA et de Zn a montré
étre un produit d’application topique valide chez des patients avec brllures de 1° et 2°™ degré
superficiel. (39) En outre, I'efficacité d’'un gel avec 0,2% de HA, appliqué topiquement sur des ulceres
orales, a été testée cliniquement et I'étude révéle qu'il s'agit d’'une thérapie efficace et sire en cas
d’'ulcéres. (43) Dans une autre étude, il a été constaté que le HA-LMW stimule activement la
production du peptide p -défensine 2 lorsqu’il est appliqué sur la peau, induisant par conséquent
une réponse antibactérienne. Les auteurs ont étudié son effet en appliquant un gel avec 0,2% de
HA pour traiter la dermatite séborrhéique. (44)

En outre, Mesa et al. (2002) ont constaté que le traitement topique avec du HA-HMW réduisait
significativement l'infiltrat inflammatoire au niveau gingival chez les patients. En effet, il semble que
le HA-HMW exerce son action anti-inflammatoire en réduisant I'expression de l'antigéne de
prolifération Ki-67 et en bloguant le récepteur CD44. (30)

L’utilisation du HA sous forme de créme a été étudié en association a d’autres produits tels que la
sulfadiazine d’argent, qui est 'un des produits de référence dans la thérapie des brilures pour ses
effets bactériostatiques. En effet, différentes études ont révélé que I'application topique d’'une créme
contenant 1% de sulfadiazine d’argent et 0,2% de HA induit une ré-épithélialisation des bralures
significativement plus rapide par rapport a I'application de la sulfadiazine d’argent seule, démontrant
l'activité du HA lors de la réparation tissulaire. De plus, cette association réduit davantage 'cedéme
local permettant d’obtenir également un effet analgésique. (1,45)

7" Table 3
16



Comme énoncé dans l'introduction, la créeme lalugen®, a base de HA et de sulfadiazine d’argent,
est un traitement de référence chez les grands brilés au CHUV. En effet, 'application du HA sur les
plaies ordonne le dép6t du collagéne et améliore le remodelage de la MEC. (6)

Finalement, nous pouvons donc constater que le HA est un biopolymére largement utilisé,
notamment pour la fabrication de matrices d’hydrogel, que ce soit pour I'administration de
médicaments ou de facteurs de croissance. Sa biocompatibilité a travers les espeéces, sa
viscoélasticité et son activité immunomodulatrice, le rendent un polymeére tres valide et efficace dans
I'application topique cutanée, spécialement lors de brdlures.

c) HA - matrice de support cellulaire dans I'ingénierie tissulaire

L’élaboration d’un tissu artificiel nécessite de cellules, d’'une matrice de support et de facteurs de
croissance. Les cellules progénitrices, les cellules souches ou les cellules d’'une lignée spécifique
représentent une nouvelle technique dans le domaine de l'ingénierie tissulaire pour le relachement
thérapeutique de biomolécules. (10) La fabrication de matrices de support a partir de matériaux
naturels, tels que le HA, confere a la structure des signaux intrinséques qui peuvent optimiser la
formation tissulaire. (46)

En effet, les cellules souches hématopoiétiques, embryonnaires et mésenchymateuses résident
dans un microenvironnement particulier, riche en HA, qui les maintient dans une forme quiescente
avec un faible taux de prolifération, notamment via l'interaction avec les récepteurs du HA tels que
le CD44 et le RHAMM qui sont essentiels. Les cellules souches mésenchymateuses qui se trouvent
dans les tissus adultes, expriment de fagon importante le récepteur CD44 lorsqu’elles sont stimulées
par le PDGF. Ceci facilite leur migration grace a linteraction avec le HA extracellulaire. Ce
mécanisme de migration est fondamental pour le recrutement des cellules souches
mésenchymateuses et donc la préparation a la régénération tissulaire. (14)

Une matrice cellulaire doit avoir une stabilité biologique, doit étre compatible avec les cellules du
corps et sa structure mécanique doit pouvoir protéger les cellules tout en influengant leurs
comportements tels que I'adhésion, la croissance ou la différenciation. Il a été montré que l'ajout
GAGs dans les gels de collagéne permettait de mieux mimer I'environnement naturel des cellules,
augmentant ainsi la biocompatibilité du gel. Or, le HA est un GAG naturel présent dans la matrice
extracellulaire dans la peau. (47) C’est pourquoi, du point de vue de l'ingénierie tissulaire, une
matrice constituée par du HA améliorerait donc la survie cellulaire et permettrait le relachement des
cellules via une dégradation enzymatique progressive du HA, contribuant ainsi a la réparation
tissulaire. De plus, elle optimiserait la migration des cellules en créant un milieu hydraté et non
adhésif. (14)

Les différentes matrices uniguement a base de HA, avec ou sans cellules, sont résumées dans la
Table 3. La matrice Laserskin, contenant des cellules, a démontré sa nette efficacité lors de plaies
chroniques ou en cas de brdlures. (20) (21)

En outre, différentes études dans la littérature ont cité les bénéfices du HA en tant que matrice de
support cellulaire. Dans une étude chez I'animal, I'hnydrogel de HA d’aspect spongieux, contenant
des cellules dermiques et épidermiques encapsulées, a montré accélérer la réparation tissulaire, la
ré-épithélialisation et la néo vascularisation chez le rat. (48) Une autre étude récente (2013) a
employé une thérapie de remplacement cellulaire et a décrit les effets bénéfiques d’un hydrogel a
base de HA (injectable) utilisé comme matrice de support afin de délivrer les cellules progénitrices
en cas de rétinopathie. (49)

La présence de 1% HA sur des matrices xénogéniques, utilisées en association a des facteurs de
croissance, a montré que le HA augmente I'adsorption du facteur de croissance et soutient le
relachement de celui-ci a partir de la matrice. (50,51)

Neuman et al. (2015) ont résumé dans leur revue systématique toutes les études au sujet de la
régénération tissulaire ou le HA était impliqué ainsi que toutes les études ou le HA était employé
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comme composant d’'une matrice pour la réparation tissulaire (Table 1 de I’Annexe c)Erreur!
Source du renvoi introuvable.. Les résultats montrent que dans la grande majeure partie des
études, le HA a apporté un bénéfice a la réparation tissulaire.

En résumé, nous pouvons donc affirmer qu’'une matrice a base de HA et de cellules favoriserait la
régénération tissulaire. Une matrice de support a base de HA permet de mimer le
microenvironnement hydraté et non adhésif, particulier de la MEC, facilitant ainsi la survie cellulaire.
De plus, la dégradation progressive du HA laisse place au relachement progressif de cellules ou de
molécules contenues dans la matrice. L'efficacité clinique du HA en tant que matrice de support
cellulaire a été significativement démontrée, raison pour laquelle de nouvelles formulations seraient
une avancée dans le domaine de l'ingénierie tissulaire.

d) HA — gels et hydrogels
1) Généralités
Des préparations d’hydrogels a base de HA peuvent apporter différents avantages, grace aux
propriétés physicochimiques uniques de ce biopolymere, telles que sa viscoélasticité, son pouvoir
hygroscopique, sa biocompatibilité, mais également grace a sa capacité d’accélérer la réparation
tissulaire. C’est pour ces raisons que le hyaluronane, sous forme d’hydrogel, est de plus en plus
utilisé en tant que matrice, car il a montré une supériorité par rapport a d’autres polymeéres tels que

le carbomer ou l'alginate de sodium. (7) Le HA est reconnu comme un polymeére crucial dans les
thérapies cellulaires, les cultures cellulaires 3D et I'ingénierie tissulaire. (52)

Burdick et Prestwich (2011) illustrent dans leur article les nombreuses techniques de modifications
chimiques du HA en lien avec I'encapsulation des cellules et la fabrication d’hydrogel a base de HA
pour les applications biomédicales. En effet, ils affirment que les biomatériaux basés sur des
biopolyméres chimiquement modifiés permettent d’exploiter les voies de dégradation biologiques,
contrairement aux matériaux synthétiques. (53)

Une revue systématique de littérature s’intéressant au HA et a la réparation tissulaire, réalisée par
Neuman et al. (2015), a constaté que différentes études ont mis en évidence les propriétés du HA
selon la variation de divers paramétres. En effet, selon la concentration ou le poids moléculaire du
HA, I'effet biologique changeait. Les auteurs révélent les résultats d’'une étude ou des gels avec des
différentes concentrations de HA ont été mis en contact avec des cellules Iésées par de I'éthanol.
D’une part, les solutions contenant une concentration de 2% ou 4% de HA (provenant du cordon
ombilical humain) avaient un effet protecteur, grace a la diminution de I'état inflammatoire et la
prévention de I'apoptose. D’autre part, le gel contenant 8% de HA n’avait pas d’effet cytoprotecteur
car la pénétration du gel dans les cellules était rendue difficile par sa haute viscosité. (48)

Toutefois, méme si les résultats des études précliniques et cliniques sont impressionnants, il faut
noter que peu d’hydrogels avec des cellules encapsulées sont présents sur le commerce car
I'hydrogel a une capacité limitée a supporter la viabilité et la fonction des cellules sur le long terme.
A ce propos, Schmidt et al. (2008) dans leur revue « Hydrogels used for cell-based drug delivery »
ont présenté différentes stratégies utiles afin d’améliorer I'efficacité thérapeutiques des hydrogels
contenant des cellules. Certains aspects seront discutés dans le prochain chapitre. (10)

i) Préparation d’un hydrogel de HA
(1) Les dérivés de HA

Le HA peut étre modifié chimiquement et ses propriétés chimiques et biologiques peuvent étre
altérées. Les dérivés de HA sont classifiés en « monolithique » ou « living ». Les dérivés «
monolithique » se trouvent sous une forme terminale, ne permettant pas de créer de nouveaux liens
avec les cellules ou les molécules, tandis que les dérivés de HA « living » peuvent former des liens
covalents en présence de cellules, de tissus ou de molécules permettant donc leur incorporation.
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(52) (53) Cette derniere forme de HA est donc généralement nécessaire pour son utilisation clinique
et préclinique dans la culture cellulaire 3D ou la livraison des cellules in vivo. (53)

(2) Le processus de réticulation (« crosslinking »)

Le HA obtenu par le fabricant se présente sous la forme d’'une poudre blanche. Lorsque cette
derniére est mélangée a de I'eau, nous obtenons un liquide trés visqueux, comparable au blanc
d’ceuf. Cette solution est appelée HA libre (non modifi€) ou HA non réticulé (« uncrosslinked ») qui
est un excellent lubrifiant. (17) Le HA soluble a été utilisé dans diverses applications cliniques telles
que la viscosupplémentation pour l'arthrite, la chirurgie oculaire ou la cicatrisation des plaies.
Toutefois, le HA soluble non réticulé possede de faibles propriétés mécaniques et subit une
dégradation rapide in vivo, ce qui limite son utilisation. Cependant, les propriétés du HA soluble
peuvent étre améliorées en augmentant son hydrophobie par des processus de réticulation («
crosslinking »). (46)

Le HA peut étre réticulé a un degré variable, créant un réseau de polyméres et transformant le
liquide visqueux en un gel. Cette transformation aboutit & un gel qui se comporte comme une unité,
une barriére chimique et physique pour les enzymes et les radicaux libres qui peuvent dégrader le
produit beaucoup plus lentement. (17) La dégradation enzymatique compléte par la hyaluronidase
est liée au degré de réticulation de I'hydrogel de HA. Plus important est le degré de réticulation,
meilleure est la stabilité de I'hydrogel de HA. (46)

Le degré de réticulation va influencer également I'« équilibre d’hydratation » de I'hnydrogel, une notion
qui aura un impact sur la capacité d’absorption de I'eau de la part du HA. En effet, selon ses
caractéristiques (concentration, degré de réticulation), le HA absorbera plus ou moins I'eau de son
environnement. Par exemple, dans le contexte des produits de comblement dermique, Tezel et
Fredrickson (2008) affirment que I'équilibre d’hydratation s’obtient avec 5,5 mg de HA/ml d’eau avec
un degré de réticulation typique (qui est de 4% pour les produits de comblement dermique). Si on
augmente la concentration de HA (20-24 mg/ml), cela signifie que I'on se trouve en-dessous de
I'équilibre d’hydratation et donc que le produit absorbera de I'eau de son environnement. (17)

Water Crosslinkers
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Figure 10: Le HA en contact avec l'eau Figure 11: Formation d'un gel de HA - L'ajout d'un

- Les Ichames de HA (A) dlss_ou_tes "crosslinker" (B) a la solution de HA (A) forme un
dans leau (B) forment un liquide réseau se manifestant macroscopiquement comme
visqueux (C), Extraite de Tezel et 1N ael (C) Fxtraite de Tezel et Fredrickson (2008)

(3) La viscosité

En effet, le HA peut changer ses caractéristiques selon son degré de réticulation en influengant
notamment la viscosité dynamique du gel. Cette derniere se mesure en unité de Pas. Grognuz et al.
(2016) ont comparé différents gels de HA, afin d’évaluer la formulation qui puisse avoir de bonnes
propriétés rhéologiques tout en permettant la survie des cellules, leur but étant celui de créer une
préparation d’un gel de HA contenant des ténocytes progéniteurs. Les auteurs ont constaté qu’a
chaque unité de Pas supplémentaire, 0,3% de la survie des cellules était perdue, mais qu’une
viscosité dynamique moindre que 5 Pas était insuffisante pour maintenir les cellules en suspension
sur le long terme. En effet, si la viscosité augmente, la force de cisaillement qui s’applique a la
surface des cellules entraine une rupture membranaire. lls en ont conclu que la viscosité de I'Ostenil
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Tendon (gel avec 2% de HA) serait le choix le plus adapté pour linjection dans les tendons, mais
également dans 'application topique a la surface d’'une plaie. (54)

Il a été démontré que les propriétés mécaniques modulent le comportement et le phénotype des
cellules de fagcon semblables aux signaux biochimiques.

Le but de ce travail étant celui de discuter de I'application d’un hydrogel sur les brilures, nous nous
intéressons particulierement aux fibroblastes dermiques qui constituent les principales cellules
impliquées dans le processus de régénération tissulaire. Ghosh et al. (2013) ont étudié l'interaction
entre des fibroblastes dermiques adultes et un hydrogel a base de HA (1%) et de fibronectine. lls
ont ensemencé les cellules dans un puit de 35 mm de diamétre avec une densité de 500 cellules/cm?
et les ont observés sur 3 jours. La viscosité de I'hydrogel était modulée par la concentration du «
crosslinker » qui était entre 0,75%, 1,5% et 4,5%. Les forces de cisaillement variaient donc entre 95
Pa, 550 Pa et 4270 Pa. |l faut savoir que la migration cellulaire est un processus qui requiert une
coordination spatio-temporelle cellulaire importante et que cette fonction est donc étroitement liée a
la cellule et aux propriétés mécaniques du substrat dans lequel elle se trouve. L’étude révéle que
les cellules sont soumises a d’'importantes forces de traction lorsque le substrat est visqueux. En
effet, la viscosité du substrat est proportionnelle a leur capacité d’adhésion et inversement
proportionnelle a leur vitesse de migration. En d’autres termes, 'augmentation des tractions dues a
la viscosité du gel ralentit la migration des cellules mais leur permet d’accroitre leur force d’adhésion.
De plus, les résultats montrent que 'augmentation de I'adhésion dans les gels visqueux favorise la
prolifération des cellules. D’ailleurs, le taux de prolifération, suivi sur 3 jours, décline progressivement
et significativement dés le 2™ jour lorsque le gel est fluide (min de 95 Pa) tandis qu’il augmente
significativement dans les gels plus visqueux (max de 4270 Pa). (55)

(4) La concentration de HA et de cellules dans le gel

Une étude a testé du HA de différents poids moléculaires (10, 330, 600, 1070, 1500kDa) sur des
fibroblastes de souris endommagés par une exposition a 54°C pendant 5 minutes. Les cellules ont
été conservées avec le gel de HA a 37°C pendant 24h. Les résultats ont révélé que le HA n’était
pas toxique lorsque la concentration était de 0,01% et 0,1% et lIégérement toxique lorsqu’elle
atteignait le 0,5% (cytotoxicité totalement acceptable) (Figure 12). A noter que la toxicité était bien
moindre qu’avec le carbomer et l'alginate de sodium, polymeéres trés fréquemment utilisés pour
constituer les hydrogels. (7) La concentration de 0,2% de HA-LMW semble étre la concentration
standard utilisée dans les traitements topiques a base de HA. (29)
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Figure 12: Cytotoxicité du HA sur les L929 fibroblastes de rat, Adapté Guo et al. (2015) (7)

Concernant la concentration de cellules, il a été constaté que la concentration adéquate dans un gel
serait de 2,5 millions/traitement. Les auteurs disent que la quantité de 1 a 10 millions de cellules est
souvent retrouvée dans des études in vivo. (54)

(5) L’encapsulation des cellules

Comme énonceé précédemment, le processus d’encapsulation des cellules au sein d’'un hydrogel est
une étape clé pour la réussite du produit. Il existe différentes techniques divisées en deux catégories:
la macroencaspulation (grandes quantités de cellules dans un grand volume de produit) et la micro
encapsulation (cellules introduites dans de petits volume de produit). Les techniques de micro
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fabrication ont été utilisées pour encapsuler des cellules avec le HA avant que celui-ci ne soit
réticulé, donc ne devienne un hydrogel. Les propriétés rhéologiques de la solution (avant la
formation de I'hydrogel) sont fondamentales pour maintenir la viabilité des cellules ainsi que leur
adhésion mutuelle durant le processus d’encapsulation, raison pour laquelle les cellules sont
souvent mélangées a la solution avant que le polymere en question soit réticulé. En effet, lorsque
les cellules sont mélangées a une solution trop visqueuse, leur viabilité décroit considérablement en
raison de limportante force de cisaillement qui endommage les membranes plasmiques et
interrompt les contacts entre les cellules. (10) Dans une étude expliquant la micro encapsulation des
cellules dans un gel de HA, les auteurs utilisent des concentrations de HA entre 2% et 15%. lls
expliquent qu’'une haute concentration de HA permet d’obtenir une intégrit¢ mécanique des
microstructures mais qu’en revanche cela revient a étre cytotoxique pour I'encapsulation des
cellules. lls proposent une concentration optimale de 5% de HA dans I'eau/PBS (5g dans 100 ml).

(9)

Afin d’améliorer la viabilité des cellules souches dans un hydrogel de HA, Kim et al. (2010) proposent
lincorporation de microsphéres de dextrane au sein de l'hydrogel. Le dextrane étant un
polysaccharide biodégradable, hydrophile et biocompatible, il a souvent été utilisé comme
transporteur pour la livraison de cellules dans les matrices d’'ingénierie tissulaire. Dans leur étude,
les auteurs ont constaté que les cellules souches embryonnaires humaines, lorsqu’elles sont
encapsulées dans I'hydrogel de HA, maintiennent leur état indifférencié tout en préservant leur
capacité totale de différenciation. L'utilisation des microsphéres de dextrane offre une interface entre
I'hydrogel et les cellules souches. Par conséquent, les effets synergiques prolongent la survie
cellulaire, améliore leur activité et optimise la force de I'hnydrogel en promouvant la régénération
tissulaire. (56)

Il est également important que la chimie et les produits de dégradation du gel ne soient pas déléteres
pour les cellules encapsulées. Généralement, les propriétés chimiques et mécaniques du gel sont
déterminées durant le processus d’encapsulation des cellules. (11)

Il faut noter que les dérivés de HA doivent souvent étre préparés a de hautes températures avec
des conditions de réticulation trés alcalines qui empéchent I'inclusion de cellules vivantes durant la
préparation de I'hydrogel. De fagon intéressante, I'étude de Luo et al. (2000) présente la formulation
d’'un nouvel hydrogel a base de HA qui se prépare sous des conditions neutres et qui se transforme
en quelques secondes en un hydrogel, pouvant étre utilisé directement sans avoir besoin de
purification ultérieure. (57)

Finalement, la distribution spatiale des cellules au sein de I'hydrogel peut étre contrélée par les
techniques de bio-printing (2), capable de déposer les cellules avec précision et de les encapsuler
dans I'hydrogel. (58)

(6) Le contrble du transport de protéines

La matrice de support cellulaire doit pouvoir fournir 'environnement et les signaux appropriés pour
diriger les processus cellulaires et la formation des tissus. La surface de la matrice assure 'adhésion
des cellules ainsi que leur migration, ce qui peut influencer leur survie ou leur capacité d’envahir le
tissu environnant. (5)

La capacité de I'hydrogel a faciliter I'influx et I'efflux de molécules biologiques fait partie des critéres
a considérer pour que le produit soit efficace. (10) Par exemple, lors de la synthése d’'un gel, il est
possible d’induire un certain degré de porosité selon les parametres appliqués. En particulier, il
existe une « cryopolymérisation », a basse température, aboutissant a la formation de cryogels. Ces
derniers sont des gels avec un réseaux 3D possédant des macropores interconnectés. (5) Selon
une étude, ils présentent une meilleure stabilité mécanique par rapport aux hydrogels traditionnels.
C’est pourquoi, les auteurs affirment que les cryogels représentent une potentielle matrice 3D pour
lingénierie tissulaire. La structure avec les pores ouverts permet le transport de nutriments et
d’oxygene aux cellules et a I'inverse, I'élimination des déchets cellulaires. En combinant I'excellente
biocompatibilité du HA avec les propriétés avantageuses des cryogels, I'étude a montré que les
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cryogels créent un matrice physiologique adéquate pour les fibroblastes et qu’ils sont efficaces en
tant que substrats 3D pour les cultures a long terme des fibroblastes dermiques in vitro. (38) Une
autre étude affirme qu’'une matrice de HA avec une macroporosité aurait 'avantage de permettre
l'invasion tissulaire des cellules encapsulées. (53)

(7) DCM et Collagene : quelques possibilités d’association avec le HA

Il est possible de réguler les interactions cellulaires au sein de I’hydrogel de HA de différentes fagons,
notamment en introduisant des sites d’adhésion cellulaires dans le HA ou en associant des protéines
d’adhésion telles que le collagéne, la laminine ou la fibronectine. C’est pourquoi, le HA soluble est
souvent mélé aux gels de collagéne afin de profiter des bénéfices du HA tout en évitant ses
limitations mécaniques. |l a été constaté que I'ajout de collagéne dans le gel de HA permet une
dégradation moins rapide que celle d'un hydrogel de HA seul et diminue le pourcentage d’eau
retenue. (46)

En outre, une étude se penchant sur la régénération des cordes vocales a comparé I'utilisation d’'un
hydrogel de HA en le comparant a un cogel HA-collagéne et HA-DCM (decellularized extracellular
matrix). Les résultats ont révélé que I'hydrogel a base de HA seul posséde une activité biologique
limitée pour supporter la prolifération des cellules souches adipeuses encapsulées a l'intérieur.
Toutefois, l'incorporation de DCM permet de fournir un environnement plus favorable pour la
croissance et la différenciation des cellules par rapport aux comparatifs. Par conséquent, les auteurs
affirment qu’un cogel a base de HA et DCM serait une matrice de support prometteuse en ce qui
concerne les cellules souches adipeuses. (59)

(8) La dégradation de I'hydrogel

L’activité biologique de I'hydrogel in vivo dépend étroitement de ses caractéristiques micro
structurelles (composition chimique, densité de réticulation, etc.) et macro structurelles (viscosité,
taux de dégradation, etc.) pouvant influencer directement le comportement des cellules encapsulées
et indirectement leur intégration dans le tissu de I'héte. En particulier, la dégradation de I'hydrogel
est fortement liée a la capacité des cellules de migrer a travers la matrice du gel, car leur infiltration
sera inhibée par les étroites dimensions des mailles du polymére. (2)

La dégradation du HA contenu dans I'hydrogel sera sensible a la présence de la hyaluronidase. La
concentration de I'enzyme et son temps d’exposition avec le HA, influenceront donc la dégradation
de I'hydrogel. Cependant, étant donné que les fibroblastes sont des cellules produisant la
hyaluronidase, il est possible de prévoir que la conservation a long terme de ces cellules au sein
d’un gel de HA pourrait compromettre la conservation de I'’hydrogel. Khademhosseini et al. (2006)
ont constaté dans leur étude que les cellules encapsulées dans I'hydrogel, aprés avoir subi un
traitement avec de la hyaluronidase, ont survécu 24h apres que le gel ait été completement dégradé.
(9) Les macrophages semblent également impliqués dans la dégradation rapide de I'hydrogel a base
de HA. (2)

Idéalement, la vitesse de dégradation de I'’hydrogel devrait coincider avec la vélocité de formation
tissulaire. Une dégradation trop lente compromettrait le remodelage tandis qu’une dégradation trop
rapide induirait une résorption précoce de la matrice de support. Une étude a conclu qu’'une
dégradation dans I'espace de 7 jours serait optimale afin de permettre la migration des cellules
angiogéniques et induire la néo vascularisation tissulaire. (2)

iif) Aspects utiles pour une application topique

Jones et Vaughan (2005) ont publié une revue de littérature concernant l'utilisation des hydrogels
dans différents types de plaies. Parmi les hydrogels étudiés, ils ont constaté que ceux ayant une
viscosité aux alentours de 200-300 Pas possédent une moindre résistance a I'écoulement et donc
une meilleure facilité d’application topique, par rapport a des viscosités aux alentours de 600 Pas.
(8) De méme, I'élasticité des gels influence également I'état de I’hydrogel aprés son application. Par
exemple, une élasticité trop basse aux alentours de 300-500 Nm suggeére que le gel possede une
faible structure et donc aurait tendance a couler aprés avoir été appliqué. (8)
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Une autre importante caractéristique que les auteurs relevent, concerne la capacité du gel a rester
en place sur la durée aprés avoir été appliqué. Le maintien de sa forme et de sa consistance sont
des propriétés importantes pour éviter la formation de cicatrices. (8)

Les hydrogels de HA semblent étre un potentiel moyen de livraison lorsque la peau est
endommagée. (60) La capacité de pénétration cutanée du HA semble étre controversée. Une
premiére étude (1999) déclare que le HA est capable de pénétrer I'épiderme, le derme et d’atteindre
les voies lymphatiques tandis que la deuxiéme (2000) reporte que le HA ne traverse pas la couche
cornée de la peau. (30) Cependant, une peau lésée posséde une épaisseur épidermique diminuée
et une moindre organisation des lipides. Ceci permet une meilleure pénétration du HA dans la peau
endommagée. Witting et al (2015) suggérent que la pénétration idéale est atteinte avec du HA de
100 kDa. (60)

A noter que 'hydrogel apporte un confort lors de son application, que ce soit pour le patient que pour
le chirurgien. Il produit une sensation rafraichissement trés utile pour les patients grands bralés ainsi
qu’un effet apaisant sur les tissus qui peut significativement réduire la douleur. (8)

En résumé, les hydrogels, étant similaires a la MEC native tissulaire, permettent de maintenir
I'hydratation et I'oxygénation des tissus, d’emprisonner les détritus et les microorganismes ainsi que
de protéger les cellules en créant une barriére physique. Leur utilisation en tant que matrice de
support pour le traitement des plaies est en augmentation et diverses études ont montré leurs
bénéfices. Des cellules peuvent étre encapsulées au sein de I'hydrogel et la culture au sein de cet
environnement 3D a montré étre meilleure que sur des supports 2D. Les hydrogels naturels a base
de HA possedent une biocompatibilité et une activité biologique intrinséque qui leur conférent divers
avantages comme la promotion des fonctions cellulaires. Une attention particuliére doit étre portée
a différents aspects lors de la préparation d’'un hydrogel de HA avec des cellules encapsulées, tels
que le processus de réticulation du HA, la viscosité du gel, la concentration du HA ainsi que le
procédé méme d’encapsulation cellulaire. La dégradation de I'’hydrogel par les hyaluronidases doit
également étre considérée car la migration, linfiltration tissulaire des cellules ainsi que sa facilité
d’application topique vont en dépendre. Les hydrogels a base de HA, appliqués de fagon topique
sur les brdlures, semblent donc étre un moyen de livraison des cellules simple, efficace et agréable
pour le patient et le chirurgien.

4) Discussion de la partie bibliographique

En Suisse, entre 50 et 60 grands brdlés arrivent aux centres du CHUV et de Zirich dont 23%
nécessitent une greffe de peau car l'atteinte est trop étendue. La nécessité de greffe cutanée
souléve plusieurs défis car sa mise en place nécessite du temps et dans l'attente de la chirurgie,
une couverture précoce doit étre appliquée sur les Iésions. Le but de ces pansements biologiques
est d’activer la régénération tissulaire. Divers produits accomplissent différentes fonctions, que ce
soit la protection contre les microbes, la promotion de la réparation tissulaire ou la provision en
cellules progénitrices foetales qui peuvent étre incorporées dans le site de la lésion. (22) Les
thérapies utilisant les cellules souches/progénitrices constituent une avancée trés prometteuse. (59)
Au CHUV, les pansements biologiques a base de CPF déposées sur une membrane de collagene
sont les plus utilisés, car les matrices de collagene sont celles ayant montré les meilleurs résultats.
En effet, 'emploi de polyméres présents dans la MEC native est meilleur du point de vue biologique.
Parmi ceux-ci, le HA est un biopolymere avec des caractéristiques uniques et trés prometteuses.
C’est pourquoi, l'ingénierie tissulaire est actuellement a la recherche de nouveaux produits
permettant d’optimiser la régénération cutanée, et les matrices sous formes d’hydrogel sont trés
attrayantes.
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a) La formulation d’un hydrogel

Dans le domaine du traitement des plaies, les hydrogels jouent un r6le important, car ils peuvent
absorber et relacher de I'eau de fagon réversible. Les hydrogels sont utilisés dans diverses
applications biomédicales et leurs propriétés varient en fonction du but recherché. lIs retiennent donc
'exsudat des plaies et promeuvent la prolifération des fibroblastes ainsi que la migration des
kératinocytes, importante pour une compléte épithélialisation. (2)

Il y a différents types d’hydrogels naturels, utilisés pour le traitement des plaies, qui sont basés sur
des matériaux biologiques présents naturellement dans la MEC, tels que le collagéne, le HA, le
chitosan ou l'alginate. (58)

En outre, les hydrogels peuvent étre utilisés en association avec des cellules car ils leur procurent
une barriére de protection. De plus, ils augmentent l'efficacité des cellules transplantées en
améliorant leur sécrétion de protéines thérapeutiques. (10)

La formulation d’un gel a base de HA en tant que matrice de support de CPF semble étre possible
selon la littérature, et semble méme étre bénéfique. L’analyse bibliographique révéele la nécessité
de considérer certains paramétres importants, tels que la viscosité du gel, le poids moléculaire et la
concentration du HA employé.

Un hydrogel de HA, en tant que matrice cellulaire, doit étre capable de promouvoir 'adhésion, la
migration, la prolifération et la différenciation des cellules (55) tout en possédant différentes
caractéristiques importantes pour la réussite de 'accomplissement de la régénération cutanée. Les
propriétés « idéales » sont illustrées dans la Table 6.

b) Le choix du HA

Depuis la découverte du HA en 1934, ses nombreux avantages ont attiré I'attention, le rendant un
polymere tres utilisé topiquement. L'idée de choisir le HA comme polymeére de base pour la
formulation d’'une matrice cellulaire sous forme d’hydrogel dérive de ses nombreux avantages et
bienfaits. Le HA a démontré avoir une grande versatilité lui permettant d’étre utilisé dans différents
domaines biomédicaux, tel que les soins de plaies chez les grands brilés. D’ailleurs, le HA sous
forme de gel est déja utilisé sur les plaies (lalugen®) au CHUV. Toutefois, aucun hydrogel de HA
destiné a véhiculer des cellules chez les grands bralés n’est effectivement présent sur le commerce.

Pour rappel, les propriétés bénéfiques du HA varient surtout en fonction de son poids moléculaire.
Le HA est un élément clé pour initier, maintenir et finaliser la réponse tissulaire lors d’une
inflammation. Le HA-HMW a plutét un réle structurel, car il régule I'hydratation des tissus et protége
les cellules contre des agressions externes (enzymes, UV, microbes). De nombreuses études ont
démontré que le HA-LMW (<500 kDa) est pro-inflammatoire, en stimulant en autres I'angiogenése,
la migration cellulaire ainsi que I'activation des phagocytes. A noter que l'interaction entre le HA et
les cellules se fait via deux récepteurs importants qui sont le CD44 et le RHAMM (Annexe d). Les
puissantes capacités du HA-LMW sont donc dépendantes du taux de hyaluronidase produite dans
les tissus car la fragmentation du HA est le déclencheur de la réponse inflammatoire. Parmi les
nombreux articles, un seul contraste ces notions en disant que les effets pro-inflammatoires des
oligoméres de HA sont uniquement dus aux endotoxines qu’il contient dans la mesure ou il n’est pas
utilisé dans son état pur.(33) Davantage d’études devraient se pencher sur cette question afin de
montrer les véritables effets du HA-LMW puirifié.

Les nombreux avantages du HA sont illustrés dans la Table 6. Je tiendrai & souligner la compléete
biocompatibilité de ce biopolymére grace au fait qu’il posséde une structure moléculaire identique a
travers les espéces, mémes bactériennes. De plus, le HA se distingue de tous les autres également
par son pouvoir hygroscopique qui le rend unique. Il est capable d’absorber 1000 fois son poids en
eau et donc multiplier de 10'000 fois son volume. Cette capacité le rend parfait pour maintenir
I'hydratation et les échanges d’oxygéne et de nutriments dans les tissus.
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c) L’encapsulation de cellules progénitrices fcetales

Le projet de créer une matrice sous forme d’hydrogel a base de HA et d’y encapsuler les CPF trouve
ses fondements dans le r6le clé que peuvent jouer ces cellules.

Les cellules essentielles de la réparation tissulaire sont les kératinocytes et les fibroblastes. La
réparation tissulaire lors de brdlures est un processus complexe comprenant plusieurs phases
séquentielles, soient 'hémostase, l'inflammation, la prolifération et finalement le remodelage
tissulaire qui peut durer des semaines ou méme des mois. (1)

Durant la phase inflammatoire, les fibroblastes sécrétent la matrice extracellulaire riche en
collagéene, de fibronectine et de laminine, qui fournit un environnement propice pour la différentiation
endothéliale. Durant la phase proliférative, les kératinocytes, doivent se multiplier et migrer afin de
former un nouvel épiderme. De plus, ils jouent un réle essentiel en produisant le VEGF qui stimule
I'angiogenése et donc favorise I'oxygénation du tissu. (61) Le temps de la réparation tissulaire peut
étre minimisé si I'habileté de prolifération et de migration des kératinocytes est augmentée. (7) Le
HA est en effet capable de favoriser la migration des cellules et d’induire la néo-vascularisation
tissulaire.

Afin d’assurer une bonne survie des cellules dans un hydrogel de HA, il est important de bien
maitriser I'encapsulation des CPF. Dans la littérature, il est mentionné que ce processus devrait étre
effectué avant la réticulation du HA, c’est-a-dire sa transformation en un hydrogel, afin d’assurer
’homogénéitée et la viabilité cellulaire. La viscosité de I'hydrogel est proportionnelle a la concentration
de HA et plus le gel est visqueux, majeures sont les dégats membranaires des cellules. C’est
pourquoi, ce paramétre doit étre bien pondéré afin de limiter la cytotoxicité de la solution tout en
maintenant une intégrité mécanique adéquate de I'’hydrogel. Une étude propose une concentration
optimale de 5% de HA. (9) Il faut noter que la réticulation du HA requiert généralement de hautes
températures, pouvant étre déléteres pour les cellules. Une étude a présenté une formulation
intéressante permettant de transformer une solution rapidement en un hydrogel dans de conditions
favorables. (57)

A noter qu'il existe déja des produits & base de HA et de cellules tels que Hyalograft ®, une
membrane recouverte de fibroblastes, ainsi que Laserskin ®, une membrane microperforée
permettant de frayer un chemin aux kératinocytes jusqu’a la plaie. Ces membranes ont largement
démontré leurs bienfaits et encouragent I'utilisation du HA et de cellules pour le traitement des
bralures. Toutefois, il n’existe pas encore de matrice de HA et de cellules sous forme d’hydrogel qui
joue ce réle, d’ou l'intérét d’approfondir les études dans cette direction.

d) L'application topique

L’hydrogel est un matériau pouvant étre appliqué rapidement et facilement sur les plaies. La
viscosité de I'hydrogel entre encore une fois en jeu lorsqu’on parle de son application topique. Dans
la littérature, une viscosité aux alentours de 200-300 Pas permettrait une application aisée. (8) De
méme, I'élasticité du produit ne devrait pas étre trop faible afin d’éviter que I'hydrogel ne s’écoule
aprés son application. Le maintien de la forme et de la consistance sont donc des paramétres
importants a considérer.

e) La dégradation de I'hydrogel

Un autre aspect important a considérer lors de la formulation d’un hydrogel de HA et de CPF est la
dégradation de ce produit. La fragmentation du HA par les hyaluronidases sera dépendante du taux
de 'enzyme et de son temps d’exposition avec le HA. Ce processus aura une influence considérable
sur la survie des cellules contenues car elles perdront progressivement la barriere de protection
fournie par I'hydrogel. A noter que les CPF elles-mémes produisent la hyaluronidase, donc il faudrait
évaluer leur taux de production au sein de I'’hydrogel car la longue conservation du produit avec ces
cellules encapsulées pourrait compromettre I’hydrogel. L'idéal serait que la dégradation du produit
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puisse s’opérer a la méme vitesse que la formation tissulaire. Une étude propose une dégradation
idéale dans 'espace de 7 jours. (2)

f) Conclusion de la partie bibliographique

La littérature démontre 'importance du HA dans la MEC native et les nombreux bienfaits que nous
pouvons tirer des naturelles et uniques propriétés de ce biopolymére. La formulation d’'un pansement
biologique sous forme d’hydrogel avec des CPF encapsulées implique de nombreux défis mais
projette de multiples avantages et possibilités. Aucun article n’a véritablement mis en avant les
éventuels désavantages de la susdite formulation. Cependant, nous pouvons en déduire la
complexité et la délicatesse d’encapsuler des cellules dans un hydrogel, d’assurer leur viabilité et
leur action biologique tout en maintenant les propriétés du HA dans un environnement dynamique
qgu’est la peau brilée.

Table 6: Confrontation entre les caractéristiques du pansement biologique idéal pour les grands brdlés et I'hydrogel a base
de HA en tant que matrice de support cellulaire.

Quelques Est-ce que
caractéris?i ues du Ilieael alezee
d . de HA pourrait Commentaire Réf.
pansement biologique satisfaire ces
«mEE» criteres ?
Le HA a un effet cytoprotecteur mais pour
Antibactérien Possible af:centu_er I'effet anltlbacterlle_n, il . est possible 7
d’associer des produits bactériostatiques tels que
la sulfadiazine d’argent par exemple.
Non-allergénique v Dépourvu d’endotoxines 7
Le moins . Possible Cela dépend de la formulation du gel (39)
cytostatique possible
Biocompatible v Le HA est identique a travers les especes (7
Le pouvoir hygroscopique particulier du HA permet
. C de retenir I'eau de fagon importante.
’ v
Retenir 'humidite Prévention de la déshydratation du tissu et de la (7)
mort subséquente des cellules.
Selon la littérature, une efficacité a été démontrée
Cliniguement : in vivo.
efficace Possible Cela dépend tout de méme de la formulation du (22)
gel.
Les cellules ne s’attachent pas facilement aux
Non adhésif v surfaces hydrophiles tglles que Ih_ydrogt_al_. Cela @)
permet de ne pas adhérer a la plaie, facilitant le
changement du pansement chez le patient.
Surveillance clinique v L’hydrogel étant relativement transparent permet @
aisée un monitoring continu.
Facilement v L’hydrogel est rapide et facile a appliquer dans (22)
applicable différents endroits du corps, grace a son élasticité. @
Tolérable pour le v Les patients ont une sensation agréable sur la | (7)
patient peau. (62)

5) Partie expéerimentale

a) Matériel et méthodes

La partie expérimentale de ce travail a pour but de tester la survie des cellules progénitrices foetales
de la peau dans des gels de HA commerciaux a différentes concentrations. Le protocole suivi est
celui employé par Grognuz et al. (2016) dans leur étude sur les gels de HA avec les cellules
progénitrices de tendon. (54)
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La méme procédure a été effectuée en deux temps différents en employant plusieurs gels avec des
concentrations de HA allant de 0.5 & 2% (Table 7). La premiére expérience (ici nommée expérience
A) a employé des a 2%, 1.6% et 0.8% de HA (gels n° 1, 2, 4) et a été effectuée par une laborantine
de I'Unité de Thérapie Régénérative du CHUV, tandis que j'ai effectué la deuxieme expérience (ici
nommeée expérience B) en utilisant des gels a 1 et 0.8% de HA (gels n°3 et 4), les deux expériences
ayant été exécutées en suivant le méme protocole. Je vais décrire ci-dessous uniquement les détails
de I'expérience B, que j'ai répétée 3 fois (EXP 1, 2 et 3). La liste des références du matériel utilisé
se trouve dans l'annexe e).

Table 7: Sélection de gels de HA commerciaux

Gel Concentration de HA Fabricant
1. Ostenil 2% TRB Chemedica, Haar, Allemagne
2. Synovial 1,6% IBSA, Lodi, Italie
3. Ostenil mini 1% TRB Chemedica, Haar, Allemagne
4. Synovial 0,8% IBSA, Lodi, Italie
5. Viscoseal 0,5% TRB Chemedica, Haar, Allemagne

) Culture des cellules

Les fibroblastes feetaux (FE002-SK2) proviennent de la banque cellulaire fabriquée suivant les
normes GMP par l'unité de thérapie régénérative.

Les cellules ont été ensemencée a passage 6 (P6) dans une flasque de 75 cm? a une densité de
3000 cellules/cm?. Elles ont proliféré pendant une semaine dans un milieu de culture complet
composé de DMEM) 10% FBS, 1 % Glutamine sans supplément d’antibiotique, a l'intérieur d’'un
incubateur avec une température de 37°C et une atmosphere humidifi€ée contenant 5% de CO..

ii) Mélange des gels commerciaux de HA avec les cellules

Aprés une semaine, les cellules ont été détachées avec du TrypleE et transférées dans un tube.
Aprés 5 a 10 minutes de centrifugation (1200 RPM), le surnageant a été éliminé et les cellules ont
été resuspendues dans 1 ml de PBS. Le comptage cellulaire a été effectué dans une chambre de
Neubauer, puis un volume précis de la solution a été prélevé afin de procéder au transfert de 40'000
cellules dans chaque puit d’'une plaque a 12 puits. La méme quantité de cellules a été transférée
dans 4 puits distincts de 5 plaques différentes.

Nous avons ajouté 90 ul de gel dans chaque puit avec une pipette inversée. Deux puits ont recu le
gel Synovial 0,8% et deux autres le gel Ostenil mini 1%. Un mélange up and down a été effectué a
'aide de la pipette. La survie des cellules a été évaluée immédiatement aprés le mélange, a 24h
(D1) et & 48h (D2). Les plagues D1 et D2 ont été conservées a 4°C emballées dans du papier
d’aluminium.

La survie des cellules a été évaluée avec le kit LIVE/DEAD, qui va permettre de différentier les
cellules mortes des cellules vivantes grace a deux réactif fluorescents, 'EthDIII (coloration rouge
des cellules mortes) et la calcein (coloration verte des cellules vivantes). En bref, les produits
LIVE/DEAD; ont été décongelés et 2 pl de EthDIII ainsi que 0,5 ul de Calcein-AM ont été ajoutés
dans un tube Eppendorf avec 1 ml de PBS. Par la suite, 100 pl de ce mélange ont été versés dans
chacun des 4 puits et mélangés avec la point de la pipette. Les plagues ont été incubées 30 minutes
a température ambiante, emballées dans du papier d’aluminium. Chaque expérience a été faite 3
fois en triplicat (EXP 1, 2 et 3).
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iii) Analyse Live/Dead

Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante, les plaques sont analysées avec un
microscope a fluorescence 1X81,), équipé d’une caméra digitale. Les images ont été acquises avec
un zoom de 35x, un gain a 2, une luminosité de 504 ms pour les images vertes et 1 seconde pour
les rouges.

La quantification cellulaire a été effectuée a I'aide de I'application ImageJ. Les photos ont été mises
en 8-bit et processées avec la fonction « Find Maxima » (point selection, noise tolerance : 10) qui a
effectué le comptage des cellules sur chaque photo. Tous les nombres de cellules ont été ensuite
reportés dans un tableau Excel. Les résultats de la survie cellulaire sont résumés dans la Figure 13
et la Figure 14.

Finalement les photos rouge et verte ont été fusionnées avec la fonction « Merge channels » de
ImageJ (Partie iii de ’Annexe g).

iv) Statistiques

Les résultats sont montrés sous forme de moyenne, une déviation standard a été calculée et un test
t a été effectué pour démontrer une différence statistique entre les différentes expériences.

b) Résultats de la partie expérimentale

En s’inspirant de I'étude effectuée par Grognuz et al. (2016) ou la survie de ténocytes progéniteurs
avait été évaluée dans différents gels a température ambiante et a 4°C sur 7 jours (54), une série
d’expériences préliminaires de survie (expérience A) a été effectuée avec des fibroblastes
progéniteurs foetaux en utilisant 4 gels de HA : I'Ostenil 2%, le Synovial 1,6%, le Synovial 0,8% et
le Viscoseal 0,5% sur 9 jours a 4°C. La meilleure survie cellulaire a été observée dans le Synovial
0,8%, conservé a 4°C (Annexe f). Au vu de ce résultat nous avons analysé la survie cellulaire dans
des gels dont la concentration de HA était proche de 1%. Le Synovial 0.8% a été compareé a I'Ostenil
mini 1% lors de la deuxieme expérience (expérience B) afin de voir si une différence significative
pouvait étre mise en évidence entre ces deux étroites concentrations a température ambiante et a
4°C. Comme une diminution importante de la survie avait été observé dans les premiers jours de
I'expérience (Annexe f) nous avons analysé la survie cellulaire sur une durée de 2 jours.
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Figure 13: Taux de cellules vivantes (%) moyenne des EXP 1, 2 et 3 par jour de
conservation (DO = jour de I'expérience, D1 = Jour 1, D2 = Jour 2) et la température selon
le % de HA et la température de conservation. (RT = température ambiante)
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La Figure 13 montre qu’il n'y a pas de différence significative entre les 2 gels quelle que soit la
température de conservation de ceux-ci.

En revanche, une différence significative de la survie des cellules a été observée dans le temps quel
que soit la température de conservation des gels avec les cellules (Figure 14).
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Figure 14: Taux de cellules vivantes (%) moyenne des EXP 1, 2 et 3 selon le % de HA et
la température de conservation (RT = température ambiante). Les * indiquent une
différence statistiquement significative (p>0.05). (DO = jour de I'expérience, D1 = Jour 1, D2
= Jour 2)

Néanmoins nous avons observé une grande hétérogénéité dans la répartition des gels a I'intérieur
des puits des plaques utilisées. De plus la répartition des cellules n’était pas la méme suivant les
puits (Partie iii et iv de 'Annexe g).

c) Discussion de la partie expérimentale

Les bréves expériences effectuées ne permettent pas de tirer beaucoup de réponses conclusives.
Toutefois, leur exécution a permis de mettre en évidence différents aspects importants a considérer
lors d’expériences futures, tels que I'optimisation des techniques de mélange des CPF et du gel et
’homogénéité de la répartition des cellules au sein de I'hydrogel. D’autres paramétres ont pu étre
soulevés, tels que la température de conservation et la concentration du gel de HA. Cette derniére
semble bien devoir rester aux alentours de 0,8-1% afin d’optimiser la viabilité cellulaire.

6) Conclusion

L’association des bénéfices de I'’hydrogel, des précieuses caractéristiques du HA et des puissantes
propriétés biologiques des CPF semble apporter une synergie tres prometteuse afin de créer un
pansement biologique pouvant protéger les lésions, stimuler et faciliter la régénération tissulaire tout
en étant agréable a appliquer topiqguement chez les grands brllés. Selon les résultats obtenus, il
semble qu’une concentration aux alentours de 1% de HA dans le gel pourrait aboutir a un produit
topique intéressant. Concernant le poids moléculaire spécifique du HA, il n’y a pas assez d’éléments
pour pouvoir nous prononcer, car il faudrait également considérer les aspects techniques de
production et de purification d’'un gel de HA. Davantage d’expériences devront nécessairement étre
exécutées afin d’optimiser la tolérance des CPF vis-a-vis du gel et étudier ensuite in vivo I'effet de
ce pansement biologique chez les grands brdlés, en considérant entre autres I'importance de la
hyaluronidase.
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