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Introduction Générale

Chaque année on enregistre en France environ 400 000 cas de br(lures nécessitant des

soins médicaux, parmi lesquels 10 000 entrainent une hospitalisation, dont le tiers a lieu en
centre de traitement spécialisé (source : Direction Générale de I'Offre de Soins).
Dans le contexte militaire, le nombre de blessures par brQlures est non négligeable du fait
de la mécanisation accrue des forces, de la précarité des conditions d’intervention lors des
opérations extérieures et de I'utilisation de plus en plus fréquente d’engins explosifs
improvisés (IED) par les forces terroristes. Les brllures constituent 5 a 20 % des blessures et
concernent environ 4 % des victimes. Bien que cette proportion puisse paraitre faible, la
prise en charge des blessés et les soins spécialisés qui leur sont dispensés consomment une
quantité disproportionnée de ressources médicales, a la fois matérielles et humaines. A ces
facteurs de risques s’ajoute l'exposition professionnelle des militaires pompiers de la
Brigade des Sapeurs-Pompiers de Paris et de la Brigade des Marins-Pompiers de Marseille.

Que ce soit d’un point de vue civil ou militaire, le traitement des brllures représente une
préoccupation majeure pour I'équipe médicale qui doit traiter le patient brGlé, pour assurer
sa survie dans un premier temps, puis limiter les séquelles cutanées invalidantes d’un point

de vue fonctionnel et/ou esthétique.

Les techniques de greffes cutanées montrent des limites : interventions chirurgicales
lourdes, génération de cicatrices secondaires au niveau des zones de préléevements, et dans
certains cas insuffisance du nombre de ces cites. Ainsi de plus en plus les recherches
s’orientent vers l'ingénierie tissulaire dans le but de développer une « peau artificielle »
idéale, c'est-a-dire :

- capable de rétablir la barriére cutanée

- fonctionnelle

- esthétique

- disponible en grande quantité et sans délai

- immunologiquement tolérée



Dans cette perspective, et selon les critéres précités, I'objet de notre travail est d’évaluer
I'intérét biologique d’hydrogels physiques de chitosane pour la régénération in vivo du tissu
cutané, apres une brilure profonde. Le dispositif étudié est un hydrogel physique bicouche
de chitosane élaboré au laboratoire. Ce dispositif a déja montré des propriétés cicatrisantes
intéressantes au cours d’'une étude préliminaire, menée dans le cadre de la thése de Nadege
Vizio-Boucard. Ce travail a permis d’établir que les hydrogels de chitosane sont bien tolérés
par I'organisme et qu’ils permettent la reconstruction de toutes les strates cutanées ainsi
que celle du réseau vasculaire. L’évaluation clinique des cicatrices a amené les auteurs a
considérer que les hydrogels physiques de chitosane favorisent la génération d’un tissu plus
souple, ainsi ils suggerent une étude des propriétés mécaniques plus rigoureuse, et
s'interrogent sur I'évolution de ces mémes propriétés a plus long terme. L'étude des
dispositifs cicatrisants présenté dans ce travail préfigure également d'autres systémes plus
complexes pour la régénération cutanée, éventuellement cellularisés, ou contenant divers
principes actifs. En effet, les hydrogels physiques peuvent jouer le réle de bioréacteurs (in
vitro), et peuvent encapsuler des médicaments en jouant le réle d'un systéme de délivrance
retardé (in vivo).

Le présent travail concerne tout d’abord I'étude du tissu régénéré a long terme d’un
point de vue fonctionnel, esthétique, structural et mécanique. Par ailleurs nous nous
sommes intéressés aux mécanismes biologiques mis en ceuvre au cours de la cicatrisation en
présence des hydrogels physiques de chitosane, ainsi qu’aux propriétés antibactériennes de

ces mémes hydrogels.

Ce manuscrit comporte une premiére partie bibliographique divisée en trois chapitres.
Le premier chapitre est consacré a |'organisation du tissu cutané et a la description des
différentes étapes de cicatrisation. Le second chapitre est consacré aux brQlures, et aux
différentes options thérapeutiques disponibles a ce jour. Enfin le troisieme chapitre est
consacré au chitosane et a l'intérét de son utilisation pour cette application, en particulier
sous forme d’hydrogel.

La deuxiéme partie du manuscrit regroupe les différents protocoles et techniques
expérimentales mis en ceuvre au cours de la thése. Le premier chapitre concerne
I’élaboration des hydrogels et I'étude de leurs propriétés antibactériennes. Les deuxieme et
troisieme chapitres rapportent les détails des protocoles d’expérimentation animale qui ont

permis d’évaluer la cicatrisation a long terme d’une part, et d’étudier les mécanismes
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biologiques d’action du chitosane d’autre part. Enfin le dernier chapitre rassemble les
matériels et méthodes utilisés pour caractériser les tissus d’un point de vue structural.

La derniere partie du mémoire est consacrée aux résultats expérimentaux, retranscrits
dans 4 chapitres concernant : les propriétés antibactériennes des hydrogels de chitosane ;
I’évaluation de leur intérét thérapeutique a long terme en terme de fonctionnalité des
néotissus et de leurs propriétés mécaniques ; le mode d’action biologique des hydrogels de
chitosane et la nature de leurs interactions avec le milieu vivant ; et enfin I’étude structurale
de I'organisation du tissu cutané. Ces résultats sont présentés pour certains sous forme de

publications qui seront prochainement soumises.






Chapitre 1 : étude bibliographique







1¢re partie : La peau

La peau humaine est un organe complexe essentiel a la protection de I'organisme, qui
assure une protection face aux agressions physiques, mécaniques, chimiques et biologiques
de I'environnement, mais qui participe aussi a la définition psychologique de I'individu.

Avec ses 2m? et ses 5 kg en moyenne, la peau constitue 'organe le plus important
volumineux du corps humain. Outre ses propriétés barriere (mécanique, thermique,
chimique, bactérienne), elle assure une variété d'autres fonctions comme la réception de
messages thermiques et sensoriels, permet la dissipation de la chaleur, et régule les pertes
hydriques, assure un stockage des graisses. Nous rappellerons brievement dans ce chapitre

les structures qui permettent a la peau de remplir ces diverses fonctions.

1. Organisation du tissu cutané

Chez I'adulte, la peau mesure de un a une dizaine de millimetre d'épaisseur, selon
I'individu et la partie du corps observée. Elle est formée de différentes couches superposées
de la surface vers la profondeur : I'épiderme, le derme et I’hypoderme. A ces trois types
tissulaires s’ajoutent des structures annexes, les follicules pilo-sébacés et les glandes

sudoripares.

glande séhacée
IEcepieur sensorie]
glande sudoripare

bulbe pileux

VRISSEAN SANEUIn

Figure 1 : schéma de la peau en coupe transverse



1.1 Epiderme
L'épiderme est un épithélium pavimenteux, c’est a dire un tissu qui repose sur une lame
basale et dont les cellules, polyédriques et jointives, donnent I'impression d’un pavage. Il est
non vascularisé, mais richement innervé. Les cellules qui le constituent sont de quatre
types : les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de

Merkel.

Figure 2 : schéma de I'épiderme.
1: kératinocyte, 2 : mélanocyte, 3 : cellule de Langerhans, 4 : cellule de Merkel. (d’apres [1])

Les kératinocytes

Ce sont les cellules les plus abondantes dans I'épiderme (environ 80%), elles tirent leur
nom des protéines qu’elles produisent, les kératines, et qui constituent une enveloppe
cornée trés résistante. On distingue deux types de kératines chez les mammiferes : les
kératines épithéliales ou cytokératines, et les kératines qui forment les poils et cheveux,
appelées exokératines.

Les kératinocytes sont organisés en quatre strates qui sont, de la profondeur vers la surface :

- La couche basale (Stratum germinativum) : les cellules qui composent cette couche

sont cubiques et reposent sur une lame basale a laquelle elles sont reliées par des
hémidesmosomes qui contribuent a la solidité mécanique du tissu. La couche basale
assure la nutrition de I'épiderme ; en effet les cellules qui la constituent sont des
cellules actives sécrétrices (réticulum endoplasmique granuleux volumineux, appareil
de Golgi développé, nombreuses mitochondries). La couche basale est le siege de
fréquentes mitoses qui garantissent la production constante de kératinocytes. Les

kératinocytes poursuivent alors leur différenciation au cours de la migration vers les
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couches supérieures et subissent alors des modifications morphologiques et
biochimiques.

- La couche épineuse (Stratum spinosum ou corps muqueux) : cette couche est
constituée de cellules de grande taille, polyédriques, issues des divisions cellulaires
de la couche basale et liées entre elles par des desmosomes. Sur ces desmosomes
s'insérent des tonofibrilles (agrégation de cytokératines produites pas les
kératinocytes)

- La couche granuleuse (Stratum granulosum) : les kératinocytes sont plus aplatis et
perdent leurs organites. Le noyau se fragmente et le cytoplasme se charge en
granules de kératohyaline, ces granules contiennent la profilagrine, qui apres
déphosphorylation servira au niveau de la couche cornée a agglutiner les fibres de
cytokératine.

- La couche cornée (Stratum corneum) : les cellules anucléées tres aplaties forment un
assemblage trés cohésif, leur cytoplasme n’est constitué que de kératine. Cette
couche imperméable assure la fonction de barriére cutanée. L'épaisseur de cette
couche peut atteindre plusieurs millimetres dans les zones de frottement. Les
cellules les plus externes desquament sous I’action d’enzymes protéolytiques.

Le processus de kératinisation dure environ 28 jours, de la cellule basale a la

desquamation cornée. Le renouvellement cellulaire est constant, assuré par des mitoses

continues au niveau de la couche basale.

- <4—— Couche cornée

Couche granuleuse

Couche épineuse

Couche basale

<«—— Jonction
dermo-épidermique

Figure 3 : Epiderme
A : microscopie électronique. Fléche jaune : noyau d’un kératinocyte, fleche bleue : pont intercellulaire
(correspondant a I'emplacement des desmosomes)
B : microscopie optique, coloration HE. (d’apres [1])
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En immunohistochimie, les cytokératines peuvent étre mises en évidence grace a

I"utilisation d’anticorps anti-cytokératine AE1/AE3.

Les mélanocytes [2]

Ces cellules, responsables de la pigmentation cutanée, sont localisées dans la couche
épineuse et la couche basale. De forme étoilée, leurs dendrites s’insinuent entre les
kératinocytes. Grace a ces dendrites, la mélanine produite par les mélanocytes est
transférée aux kératinocytes qui l'utilisent pour lutter contre les UV en protégeant
notamment le noyau cellulaire. La couleur de la peau ne dépend pas de la densité en
mélanocytes qui est la méme chez tous les individus, pour une zone donnée ; c’est la taille
des vésicules de mélanine et leur mode de capture par les kératinocytes qui va déterminer le
phototype de la peau. La mise en évidence des mélanocytes par immunohistochimie est
possible par l'utilisation d’anticorps comme I'antiprotéine S100 (tres sensible mais peu

spécifique), I'anticorps HMB 45 (tres spécifique, mais peu sensible).

Figure 4 : en microscopie optique (A), apres fixation et colorations standards, les mélanocytes (=)
apparaissent comme des cellules arrondies, claires, a noyau rond et dense, situées entre les kératinocytes
basaux et faisant parfois saillie dans le derme.

En microscopie électronique (B), on observe des prolongements
qui s’insinuent entre les kératinocytes basaux (= ). (d’aprés [1])

Les cellules de Langerhans [3-7]

Il s’agit de cellules dendritiques visibles a la surface de I'épiderme qui jouent le role de
cellules présentatrices d’antigénes. Leur fonction est d'informer en permanence I'organisme
de son environnement chimique et en particulier antigénique. Lors de la pénétration d'une

substance antigénique étrangére, les cellules de Langerhans capturent cette molécule, la
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transforment et migrent par la voie lymphatique jusqu'aux ganglions proximaux ou, dans les
zones lymphocytaires T, elles coopéerent avec les lymphocytes CD4 et induisent soit une
situation de tolérance, soit une situation d'hypersensibilité. Le dialogue entre la cellule de
Langerhans au niveau des ganglions et les lymphocytes T CD4 passe par diverses
reconnaissances moléculaires et en particulier, la reconnaissance par les récepteurs des
lymphocytes T de la molécule antigénique présentée. La cellule de Langerhans, modele des
cellules dendritiques humaines, a donc pour fonction essentielle de stimuler les lymphocytes
T naifs par présentation d'antigénes avec lesquels I'organisme n'avait jamais été jusque la en
contact. Cette réponse immunologique, dite réponse primaire, est toujours le fait des
cellules dendritiques. Les macrophages ne sont pas capables d'induire une réponse primaire
mais interviennent dans les réponses dites secondaires.

Les cellules de Langerhans se différencient des mélanocytes par I'absence de
mélanosomes (présents dans le cytoplasme des mélanocytes). Elles se caractérisent par un
appareil de Golgi tres développé et surtout les granules de Birbeck en « raquettes » qui leur
sont spécifiques. Les cellules de Langerhans de I'épiderme possedent des marqueurs
spécifiques : le skin homing antigen CLA (lymphocyte-associated antigen), la e-cadhérine et
la langerine (associée aux granules de Birbeck). Elles expriment d’autres marqueurs
membranaires comme les molécules de classe Il (et 1) du CMH (Complexe Majeur

d’Histocompatibilité), la molécule CD1a, la molécule CD4 et la protéine S100.
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Figure 5 : cellules de Langherans mises en évidence grdce au marqueur anti-CD1a, microscopie optique
(d’apres[1] )
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Les cellules de Merkel [8]

Ce sont des cellules cylindriques dispersées dans la couche basale. Leur cytoplasme est
peu abondant, il renferme des vésicules neuroendocrines. Ces cellules sont des
mécanorécepteurs, plus nombreux a certaines localisations (doigts, levres...), couplés aux

terminaisons sensorielles libres intraépidermiques ou intrapapillaires.

Membrane basale - jonction dermo-épidermique [9]

Synthétisée par les kératinocytes basaux, la membrane basale joue un role essentiel
pour la solidité mécanique et la nutrition de I'épiderme qui n’est pas vascularisé. Elle est
constituée d’une armature protéique organisée en plusieurs strates :

- Superficielle : filaments d’ancrage (collagéne XVII, plectine, laminines)

- Moyenne : GAG et collagéne IV de la lamina densa

- Profonde : fibrilles et fibres d’ancrage, surtout constituées de collagéne VII
La jonction dermo-épidermique est facilement identifiable sur les coupes histologiques

grace a son aspect « tortueux » lié a I'alternance de «crétes » et de « papilles ».

Figure 6 : Jonction dermo-épidermique. A gauche : microscopie optique, la membrane basale (MB) est mise
en évidence par coloration au PAS (periodic acid-Shiff). A droite : microscopie électronique en transmission,
La lame basale apparait constituée de trois couches principales : la Lamina lucida (L), claire aux électrons, la
Lamina densa(D), dense aux électrons, et la couche fibroréticulaire, mal définie. Les cellules basales sont
attachées par des hémidesmosomes (Hd) a la lamina densa, a partir de laquelle des protéines d’ancrage (A)
traversent la Lamina lucida. C6té derme, de fines fibrilles de collagéne VII (F) lient la lamina densa aux fibres
de collagéne (C) du derme.

(d’apres [10] )
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En immuno-histochimie, la membrane basale peut étre observée grace au marquage du

collagene IV, ou apreés coloration par le PAS (Periodic acid-Schiff).

Annexes épidermiques

Follicules pilo-sébacés :
Ils comprennent le poil et ses gaines, le muscle arrecteur du poil, et la glande sébacée.
On distingue :

- L'isthme, zone ou les glandes sébacées se rejoignent ;

- Le bulbe, renflement situé en dessous du muscle arrecteur, source des cellules
souches du poil.

- La région sus-isthmique, qui comprend la tige et I'infundibulum, cavité perforant
I’épiderme, bordées par un épithélium de méme nature que I'épiderme de surface.
La tige du poil présente une moelle interne, un cortex externe (kératine dense) et
une cuticule superficielle (simple couche de cellules kératinisées aplaties).

- La région sous-isthmique, comprenant la racine du poil et ses gaines épithéliales

(externe et interne).

Il existe trois types de follicules :

- Les follicules « terminaux », profondément implantés jusqu’a I’hypoderme. lls
présentent des poils raides épais et longs occupant toute la largeur de I'infidibulum.

- Les follicules « lanugineux » ou « velus », responsables du duvet chez la femme, et
des poils plus épais chez ’lhomme. Ce sont les principaux producteurs de sébum de la
peau.

- Les follicules « sébacés », présentant des glandes sébacées larges et nombreuses.
L'infundibulum est remplit d’'un mélange de sébum, de lamelles cornées et de

bactéries, autour d’un petit poil insignifiant.
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Figure 7 : Schéma d’organisation générale du follicule pilo-sébacé (a gauche) ; Coupe longitudinale, d’'un
follicule pilo-sébacé, microscopie optique, coloration HE (a droite). (d’apres[10])

Les glandes sudorales ou sudoripares [11]

Chez ’lhomme on distingue deux types de glandes sudorales qui se différencient par la

composition de la sueur qu’elles sécrétent.

- Les glandes sudorales eccrines se localisent sur presque tout le corps. Elles jouent un
role important dans I'abaissement de la température corporelle, particulierement en
cas d’effort physique ou de fiévre. La sueur produite est composée d’eau et
d’électrolytes (principalement NaCl, et dans une moindre mesure les ions calcium,
potassium et magnésium). La sueur contient également de |'acide lactique, de
I’'ammoniaque et diverses protéines parmi lesquels des antigénes et des anticorps.

- Les glandes sudorales apocrines sont localisées principalement au niveau des zones
axillaires et génitales, et toujours annexées a un follicule pilo-sébacé. Elles
deviennent fonctionnelles a la puberté. La sueur apocrine est riche en lactates et en
ions (Na+, K+, Ca++, Mg++, Cl-, HCO3-), elle est le vecteur de phéromones, et il a été
mis en évidence qu’elle sert a la reconnaissance sexuelle olfactive, du moins chez

I'animal.
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1.2 Derme

Le derme est un tissu conjonctif fibreux traversé en plus par de nombreux vaisseaux et
fibres nerveuses. Il est essentiellement constitué d’'une matrice extracellulaire (MEC) dense
dans laquelle baignent les cellules.

On distingue le derme superficiel dit « papillaire », du derme « réticulé », profond.

Le derme papillaire est riche en cellules, trés vascularisé et constitué de fibres de
collagéne organisées en fins faisceaux. Il s’agit de collagene de type | et de type I,
synthétisé par les fibroblastes. On trouve également dans le derme papillaire des fibres
élastiques, fines, organisées perpendiculairement a I'épiderme.

Le derme réticulaire présente des fibres plus épaisses, uniquement constitués de
collagéne de type |, et organisées en gros faisceaux paralléles a I'épiderme. Les fibres

élastiques sont elles aussi plus épaisses, et orientés parallelement a I'épiderme.

La matrice extracellulaire

Comme dans les autres tissus conjonctifs, la MEC du derme est un réseau complexe de
macromolécules, parmi lesquelles on distingue :

-les collagenes

-I'élastine

-les glycoprotéines

-les protéoglycanes et glycosaminoglycanes

Ces macromolécules représentent 30% de la masse du tissu cutané, tandis que les 70%

restants sont constitués d’eau.

Les collagénes

Le collagene est la protéine la plus abondante de I'organisme, on en a répertorié a ce
jour plus de vingt types différents, selon la localisation (tendon, cartilage, os, derme...). Le
collagene est une protéine structurale qui joue principalement un réle mécanique de renfort

dans les tissus.
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Majoritairement de type | et Ill dans le derme, on observe également du collagéne de
type IV au niveau de la jonction dermo-épidermique et des membranes basales entourant
les annexes épidermiques et les structures vasculaires, musculaires et nerveuses.

Le collagene est synthétisé par les fibroblastes, d'abord dans leur cytoplasme sous forme
d’un enroulement de trois chaines a d’acides aminés stabilisé par des liaisons hydrogénes ;
on parle de tropocollagene.

Dans la MEC, le tropocollagene s’organise en fibrilles minces associées a la fibronectine
pour former des fibres de réticuline. Les fibrilles de collagéne s'associent en structures plus
importantes pour former les fibres de collagene. Ces fibres s’organisent a leur tour en
faisceaux de diametres de 0.5 a 40um, les plus fins étant localisés dans le derme papillaire,
et les plus gros dans le derme réticulaire.

La microscopie électronique montre que les fibres de collagéne ont un diametre moyen
de 50nm, et présentent toutes une striation transversale périodique de 64 a 67nm.

Les fibres de réticuline localisée au niveau de la jonction dermo-épidermique et des

lames basales des vaisseaux et des nerfs correspondent a des fibres isolées de collagene lll.
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Figure 8 : (a)Le collagéne est formé de trois chaines polypeptidiques a qui s’associent en triple hélices ; (b) Le
clivage des résidus terminaux carboxyliques et aminés permet I'alignement des molécules de tropocollagéne
pour former des microfibrilles ; (c) Chaque molécule de tropocollagéne mesure 300nm de long et s’associe
aux autres avec un décalage de 67nm, responsable de la striation visible en microscopie électronique ; (d)
Coupe transversale du collagéne en microscopie électronique ; (e) Les microfibrilles s’associent en fibrilles
qui elle-mémes s’associent en fibres par des liaisons latérales ; (f) faisceaux de fibres de collagéne colorées
par HE; (g) jonction dermo-épidermique et fibres de collagéne du derme papillaire en microscopie
électronique en transmission ; (h) un fibroblaste en microscopie électronique en transmission. (d’aprés
[10,12])

Populations cellulaires du derme

Les fibroblastes
Ce sont des cellules fusiformes présentant des prolongements cytoplasmiques parfois

ramifiés. lls sont spécialisés dans la synthese (et la dégradation) des composants de la
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matrice extracellulaire. Ils assurent la biosynthése des fibres du derme. En culture et lors des
phénoménes de cicatrisation, les fibroblastes s’activent et acquiérent un phénotype
différent : on parle de myofibroblastes. Ces derniers présentent des microfilaments d’actine

a-musculaire lisse, et jouent donc un role prépondérant dans la contraction des plaies.

Les dendrocytes dermiques
Ce sont des cellules mésenchymateuses dendritiques qui pourraient agir comme des
macrophages dermiques ou des cellules présentatrices d'antigene [13]. On les trouve

notamment dans les régions péri-vasculaires.

Les mastocytes

Ce sont des cellules mononuclées qui se caractérisent par la présence dans leur
cytoplasme de trés nombreuses granulations contenant des médiateurs chimiques comme
la sérotonine, I’histamine, les prostaglandines, la tryptase, I’héparine. On trouve les
mastocytes principalement dans les tissus conjonctifs, mais tous les organes en contiennent
dans des proportions variables. La peau en est I'organe le plus riche.

Les mastocytes produisent donc de nombreux médiateurs qui jouent un réle dans des
processus variés: hypersensibilité immédiate, réaction inflammatoire, défense vis-a-vis de
certains parasites, processus de cicatrisation, fibrose, etc.. Ces médiateurs sont
responsables de phénomenes allergiques.

Enfin les mastocytes interviendraient également dans les réactions d'hypersensibilité
retardée, et pourraient jouer un réle important dans la pathogénie des rejets d'allogreffes et

dans de nombreuses maladies inflammatoires de localisations diverses.

En plus des cellules résidentes du derme, on peut observer des cellules « migrantes »
provenant du sang (monocytes, polynucléaires, ...) en fonction du stress et des phénomenes

d'inflammation.

Vascularisation cutanée

Le réseau de vascularisation se divise en trois plexus :
- Le plexus profond est le plus important. Les vaisseaux qui le constituent proviennent
du tissu conjonctif sous cutané et cheminent dans le derme profond ou il irrigue les

bulbes et follicules pileux avant de rejoindre le derme moyen.
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- Le plexus moyen, responsable de I'irrigation des glandes annexes
- Le plexus superficiel permet l'irrigation de I'épiderme, il se situe dans la partie trés

superficielle du derme et intervient dans le réle d’isolant thermique de la peau.

Glande
sébacée

Glande sudorale

Follicule
pileux

Figure 9 : Schéma du réseau artério-veineux de la peau. (d’apreés[1])

Innervation cutanée

La peau est innervée par deux types de fibres distinctes :

- Les fibres motrices appartiennent au systéme sympathique et innervent les muscles
arrecteurs des poils, les cellules myoépithéliales, les glandes sébacées et les muscles
entourant les artéres dermo-épidermiques.

- Les fibres sensitives innervent I’"hypoderme et se ramifient dans le derme pour aller
innerver les follicules pileux. D’autres terminaisons rejoignent les mécanorécepteurs
gue sont les corpuscules de Meissner (qui assurent la perception tactile et sont
situés dans la partie supérieure du derme) et les corpuscules de Pacini (qui assurent
la perception de la pression et des vibrations et sont situés dans I’hypoderme et le
derme profond). Il existe également des terminaisons libres dans I'épiderme, qui ne
sont pas reliées a des mécanorécepteurs : elles sont a I'origine de la perception de la

douleur et la chaleur (ou du froid).

1.3 Hypoderme

L’hypoderme est un tissu conjonctif lache plus ou moins adipeux selon les régions de la
peau et la nutrition de l'individu. Il n’est séparé du derme par aucune structure précise et

repose sur les aponévroses musculaires.
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Il est constitué de travées conjonctives fibreuses ol passent vaisseaux et nerfs, et de
globules graisseux faits d’adipocytes.

Il joue un rbéle mécanique (amortissement des chocs) et constitue une réserve
énergétique tout en contribuant a assurer une bonne thermorégulation de part ses

propriétés isolantes.

Figure 10 : coupe histologique montrant I'hypoderme (coloration HE). Les adipocytes apparaissent vides, en
effet la cellule est occupée par une énorme goutte lipidique, qui lors de la déshydratation du tissu est extraite
par les solvants utilisés. Les fleches indiquent les noyaux des adipocytes. (d’apres [14])

2. Cicatrisation cutanée

Le processus de cicatrisation est un ensemble de phénoménes biologiques aboutissant a
la reconstruction d’un tissu |ésé. Le mécanisme de cicatrisation cutanée se déroule en
plusieurs phases : une phase détersivo-inflammatoire, une phase proliférative au cours de
laguelle se forme le tissu de granulation, et une phase de remodelage. Chaque étape est
induite par la précédente et ne peut avoir lieu que si celle-ci est parfaitement achevée, ce
qui souvent implique I'apoptose cellulaire. La compréhension du processus de cicatrisation
est rendue complexe par le nombre des acteurs impliqués, qu’ils soient cellulaires,
moléculaires ou macromoléculaires (cytokines, médiateurs inflammatoires, facteurs de

croissance).
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L’hémostase

Elle consiste en une vasoconstriction au niveau du site de la blessure afin de prévenir
I’'hémorragie, suivie du phénomeéne de coagulation. La coagulation provient de I'agrégation
des plaquettes aboutissant a la formation d’un caillot de fibrine. La présence de thrombine,
de fibrine et la stimulation des plaquettes aboutit a la libération de cytokines et de
nombreux facteurs de croissance : PDGF, EGF, TGF-a et 3, IGF et FGF.

Les cellules endothéliales, activées par les plaquettes, expriment a leur surface des
récepteurs provoquant l'arrivée sur le site traumatique, par diapédese, des leucocytes

circulants dans les vaisseaux voisins.

La phase détersivo-inflammatoire

L'apparition d’'un grand nombre de médiateurs cellulaires sur le site de la blessure
induisant par chimiotactisme l'activation des leucocytes annonce le début de la phase
détersivo-inflammatoire, apres environ 6 heures.

Les leucocytes sont principalement des polynucléaires neutrophiles chargés de prévenir
I'infection en phagocytant les micro-organismes. Leur réle détersif provient aussi de la
production d’enzymes lytiques et de la libération d’oxyde nitrique NO. Les monocytes
infiltrent la plaie a leur tour et sous linfluence du Transforming Growth Factor (TGF)
deviennent des macrophages, type cellulaire prédominant entre le troisieme et le cinquiéme
jour. Les macrophages activés phagocytent les débris cellulaires et participent au
débridement en sécrétant des protéases, élastases et collagenases. lIs libérent ensuite une
« deuxieme vague » de cytokines (PDGF, VEGF, IL-1) qui va induire la migration cellulaire
(cellules endothéliales et fibroblastes) : c’est le début de la phase proliférative. On notera
que les lymphocytes jouent également un role important dans la prolifération des
fibroblastes et qu’ils participent également a I’élimination des micro-organismes, de

maniére spécifique.

Phase proliférative : formation du tissu de granulation, épithélialisation

Le tissu de granulation est observé dés le quatrieme jour. Il est constitué de fibroblastes
abondants, d’un certain nombre de cellules inflammatoires et de nombreux capillaires
sanguins conférant a ce tissu I'aspect granuleux qui lui donne son nom. On observe dans un

premier temps une synthése de collagene de type Ill et de fibronectine largement
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supérieure a celle du collagene de type |, ainsi qu’une synthése abondante d’acide
hyaluronique. Cette composition particuliere du tissu va favoriser la migration et la

prolifération des myofibroblastes.

Les myofibroblastes

Sous l'action de cytokines et facteurs de croissance, les fibroblastes acquiérent une
morphologie semblable a celle des cellules musculaires lisses: on parle alors de
myofibroblastes. Ces cellules présentent en effet des faisceaux de filaments et expriment
I'actine a-musculaire lisse, typique des cellules capables de se contracter comme les cellules
musculaires lisses vasculaires par exemple. Desmouliére et col ont montré que lorsque le
tissu de granulation évolue vers une cicatrice, les myofibroblastes exprimant I'actine a-
musculaire lisse disparaissent par apoptose [15,16], mais ceux-ci subsistent dans le cas des
cicatrices hypertrophiques, des chéloides et des fibroses [17].

Par ailleurs il a été observé que I'administration sous-cutanée de TGF-B1 chez le rat
conduit a la formation d’un tissu de granulation dans lequel les myofibroblastes exprimant
I'actine a-musculaire lisse sont particulierement abondants [18]. Ceci n’a pas été observé
lors de I'administration d’autres cytokines et facteurs de croissances, comme par exemple
PDGF et TNFa, malgré leur activité profibrotique.

Ces études témoignent de I'importance du réle joué par les myofibroblastes et par les
médiateurs induisant I'expression de 'actine a-musculaire lisse dans le bon déroulement
des étapes de cicatrisation. Enfin I'apoptose cellulaire a une importance majeure lors des
phases finales de la cicatrisation, dans la mesure ou elle prévient la formation de cicatrices

hypertrophiques.

Néoangiogénese [19]

Lors de la phase inflammatoire, les cellules endothéliales et les péricytes migrent dans la
matrice provisoire sous l'influence de médiateurs comme le VEGF, le FGF et I'EGF. Le
processus de revascularisation débute en effet trés tot, dés |'agression tissulaire. Pour
pouvoir migrer, les cellules endothéliales changent leur phénotype et projettent des
pseudopodes a travers la membrane basale des vaisseaux, dégradée dans un premier temps

par des collagénases.
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Ré-épithélialisation

Immédiatement aprés I'apparition de la Iésion, les kératinocytes des berges de la plaie
migrent sur la matrice provisoire composée de fibrine et fibronectine en se détachant du
tissu dermique et des kératinocytes voisins [20]. Lorsque la plaie est complétement
recouverte de kératinocytes, la migration cesse et les kératinocytes retrouvent leur
phénotype normal. lls se raccrochent au tissu dermique et commencent a se différencier

pour former I'épiderme. La différenciation aboutit a la production de cytokératines.

Remodelage

La cicatrice se forme dés lors que la réépithélialisation est compléte, impliquant une
diminution de la cellularité du tissu de granulation par apoptose [15]. Pendant la phase de
remodelage, la synthése des composants de la matrice extracellulaire est maintenue mais
réduite et légerement modifiée. Le collagéne de type Il est remplacé par du collagene de
type | et des fibres d’élastine sont synthétisées. Par ailleurs le réseau artério-vasculaire se
réorganise, et on observe I'apparition de fibres nerveuses et de structures sensitives. Les
mélanocytes et les cellules de Langerhans apparaissent dans I'épiderme bien différencié, qui
présente a nouveau une couche cornée normale. Le remodelage aboutit, aprés 12 a 18 mois,
a la formation d’un tissu trés proche du tissu natif d’un point de vue qualitatif, sans toutefois
lui étre superposable. On notera par exemple que la réapparition des annexes cutanées

(follicules pilo-sébacés, glandes sudoripares) n’est pas systématique.

2.5 Les facteurs défavorables a la cicatrisation

Bien que la plupart des plaies non étendues guérissent spontanément, il arrive que des
complications induisent des retards de cicatrisation ou encore I'apparition d’une plaie
chronique. Une plaie devient chronique lorsque la séquence normale des étapes de
cicatrisation est perturbée.

Par exemple la production excessive d’exsudats peut conduire a la macération des tissus
sains bordant la plaie et de ce fait empécher la cicatrisation de la Iésion [21]. Les exsudats
produits par les plaies chroniques résultantes sont plus riches en protéinases [22], favorisant

la destruction des tissus au détriment de la cicatrisation. La présence de corps étrangers
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peut aussi causer une inflammation chronique retardant la cicatrisation et conduisant

parfois a la formation de granulomes ou d’abcés.

Les bactéries comme Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyrogenes peuvent empécher le processus normal de cicatrisation de se mettre en place. La
mauvaise prise en charge d’une plaie infectée peut conduire a une cellulite (inflammation
cellulaire du tissu conjonctif sous-cutané), et dans les cas extrémes a une bactériémie
(présence des pathogénes dans le systéme sanguin) ou a une septicémie, pouvant toutes
deux étre fatales.

Il a été montré que la présence de P.aeruginosa et S. aureus réduit significativement la
prise de greffe et que 94% des ulceres récidivants ou dont la cicatrisation est ralentie

renferment S. aureus [23].

L'age et le déséquilibre alimentaire réduisent aussi la capacité de l'organisme a
combattre l'infection [24]. Les carences en protéines, vitamines (entre autres la vitamine C),
et minéraux affectent la phase inflammatoire et la synthése du collagéne, augmentant la
durée de cicatrisation [25-27]. Enfin des pathologies comme le diabete et I'anémie peuvent
retarder la cicatrisation a cause des problémes liés aux infections et par la perturbation de

I'approvisionnement en oxygene, nutriments et cellules sanguines de la plaie [28].

Les traitements médicamenteux comme les stéroides suppriment les réponses
inflammatoires de I'organisme et perturbent de ce fait la premiéere étape de cicatrisation et
peuvent aussi compromettre les réactions immunitaires nécessaires en cas de blessure. Il a
ainsi été montré que chez le rat et ’'homme les glucocorticoides perturbent la cicatrisation
[29,30] et des études ont également été menées sur l'influence des glucocorticoides sur le
facteur de croissance KGF (Keratinocyte Growth Factor). Ces travaux ont montré une
inhibition de KGF in vitro, suggérant que les glucocorticoides peuvent avoir les mémes effets

in vivo durant la cicatrisation d’un tissu.

Dans le cas de brillures thermiques, la cicatrisation est compliquée par la destruction des

protéines, les thromboses capillaires et la nécrose tissulaire provoquées par la chaleur.

26



Les tissus brilés ou nécrosés s’averent toxiques pour I'organisme et la cicatrisation d’une
brilure appelle a une stratégie thérapeutique particuliere, elle sera décrite dans le chapitre

suivant (« biomatériaux pour la cicatrisation des bralures »).

3. Un modele de choix pour l'étude de la cicatrisation

cutanée : le porc

Un modele animal est destiné a mimer un mécanisme humain précis [31,32] afin
d’étudier et/ou déterminer la sécurité et I'efficacité de traitements médicaux [33].

Pour étre pertinent et fiable, un modéle animal de cicatrisation cutanée se doit donc
d’étre sélectionné sur la base de similitudes démontrées entre les structures cutanées
humaines et animales, et leurs mécanismes cicatriciels. Pour les mémes raisons, les
différences existant entre les deux systemes doivent étre bien connues afin d’identifier

précisément les domaines d’utilisation du modeéle, et leurs limites.

3.1 Similitudes structurales des tissus cutanés humains et porcins

La structure « normale » de la peau du porc, comme celle de toute espéce animale, est
difficile a définir puisqu’elle varie selon la race, I'age, I'’environnement et la zone considérée.
Toutefois on peut considérer que d’un point de vue structural, les peaux humaines et
porcines peuvent étre comparées.

- L'épiderme : d’'une épaisseur semblable (30 a 200um chez le porc [34-36] contre 50 a
200um chez 'homme [37]), il est chez les deux especes constitué de kératinocytes et
de cellules dendritiques pigmentaires ou non. La présence de cellules de Langherans
dans I'épiderme porcin a été mis en évidence par Vardaxis [34] qui a observé dans
des cellules dendritiques la présence de granules de Birbeck, caractéristiques des
cellules de Langherans.

Quelques différences peuvent toutefois étre observées: I'épaisseur de la couche
cornée est légerement supérieure chez le porc, bien gu’elle soit toutefois également
trés épaisse chez I'homme au niveau des zones de frottements. D’autre part on

notera que la migration d’un kératinocyte du stratum germinativum au stratum
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corneum est estimée a 30 jours chez le porc, contre 26 a 28 jours chez 'lhomme
[34,36]. Les mélanocytes, semblent étre moins nombreux chez le porc [36,38].

- Lajonction dermo-épidermique : on n’observe pas de différence structurale entre les
deux espéces.

- Le derme : son épaisseur (1 a 2-2.5mm) est comparable. Le derme papillaire porcin
est similaire au derme papillaire humain, a ceci prés que les mastocytes porcins
apparaissent enveloppés d’un matériel floculeux dont le réle est inconnu [39]. Le
derme réticulaire est également similaire, bien que le contenu en fibre élastique du
derme porcin soit plus faible que celui de 'homme. |l reste toutefois supérieur a celui
d’autres especes animales couramment utilisées en expérimentation animale
[34,40].

- L’hypoderme : la structure est la méme chez les deux espéces, mais on notera que
cette couche est particulierement épaisse chez le porc [34]. D’autre part, chez le porc
comme chez I'homme, le muscle peaucier est quasi-absent alors que chez les
rongeurs |'essentiel de la surface cutanée repose sur ce type de muscle.

- Le réseau artério-veineux : son organisation est la méme, toutefois selon certains
auteurs [34,36] les annexes épidermiques seraient moins vascularisées chez le porc
gue chez 'homme. On notera que la répartition des capillaires irrigant les papilles
dermiques telle qu’on I'observe chez I’homme et le porc n’existe que chez ces deux
especes ainsi que chez la plupart des primates [39,40].

- Les annexes épidermiques: on retiendra que le porc est le seul mammifére de
laboratoire dont la pilosité est naturellement réduite, tout comme celle de I’homme.
Toutefois la distribution des follicules pileux est beaucoup moins variable que chez
I'homme [34] et ainsi leur présence dans une plaie en est donc d’autant plus

fréquente.

3.2 Similitudes des mécanismes cicatriciels humains et porcins

La cicatrisation des plaies cutanées humaines et porcines se déroulant selon la méme
cascade d’évenements vasculaires, cellulaires et moléculaires, la description de ces mémes
mécanismes chez le porc serait redondante.

Comme nous l'avons vu précédemment, la phase de contraction des berges de la plaie
est générée par les myofibroblastes, il en est de méme chez le porc. Toutefois il est
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intéressant de noter que chez les autres espéces animales, notamment les rongeurs, la peau
étant sous-tendue par un muscle peaucier, lors de la formation d’une plaie sectionnant ces
mémes muscles, on assiste a une contraction de leurs fibres. Ainsi ce phénomeéne tend a
rapprocher les berges, et cette « contraction cutanée » jouent alors un réle prépondérant
dans la fermeture des plaies, phénoméne non observable chez le porc et chez 'lhomme
[33,41]. Pour cette raison et a cause de la densité de follicules pileux de la peau des
rongeurs, ces derniers ne constituent pas le meilleur modeéle pour la cicatrisation cutanée.

L'agneau a été choisi comme modeéle au cours de certaines études [42,43], toutefois la
production de laine et de lanoline (graisse de laine) par le mouton rend sa peau tres
différente de celle de 'homme et rend les applications topiques et le traitement des plaies
difficile d’une maniére générale.

Ainsi, comme l'ont établi Sullivan et coll. dans leur revue du sujet, le modéle porcin
semble le plus adapté pour I'évaluation de soins thérapeutiques des plaies cutanées, les
résultats obtenus étant plus proches de ceux obtenus au cours des études cliniques menées

chez 'homme [33].

3.3 Cas de la modélisation d’'une brilure thermique chez le porc

La rétraction des tissus cicatriciels étant fréquente, il est primordial de prendre le
phénoméne en considération lors de la définition de I'espacement des brdlures
expérimentales chez I'animal [44].

D’autre part, les brilures profondes induisent une réaction inflammatoire et une douleur
intenses, et la formation d’cedémes ainsi que les pertes hydriques peuvent provoquer un
choc hypovolémique, une anémie, une immunodépression et un hypermétabolisme
conduisant a un état de dénutrition. Pour toute ces raisons, il est essentiel de limiter chez
I’animal le rapport surface totale des brilures/surface cutanée totale, et de s’assurer qu’un
suivi postopératoire particulierement soigné sera mis en place, plus particulierement en ce
qui concerne I’analgésie.

Pour limiter les phénomeénes de rétraction et la présence de tissus brilés ou nécrosés
toxiques pour I'organisme, une excision chirurgicale (parage) est couramment réalisée dans
les premiers jours suivant la br(lure [44].

Les brllures sont le plus souvent induites par l'intermédiaire de barres ou disques
métalliques (laiton, aluminium, voire acier) chauffés a des températures variées [44-51]. lls
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sont alors mis en contact de la peau préalablement rasée, pour une durée généralement
comprise entre 6 et 30 secondes. Singer [49] souligne le manque de standardisation des
protocoles et leur manque de reproductibilité. Ses travaux ont permis de déterminer plus
précisément les conditions expérimentales permettant d’obtenir des brilures du second et
du troisieme degré [50,51]. Il décrit un modeéle de plaie du second degré obtenu par
I"application d’une barre d’aluminium chauffée a 80°C pendant 20 secondes et un modeéle de
plaie du troisieme degré obtenu par I'application de cette méme barre chauffée a 100°C

pendant 30 secondes.

3.4 L’expérimentation vétérinaire chez le porc : questions

pratiques

La qualité d'une étude de cicatrisation dépend comme nous l'avons évoqué
précédemment de la validité du modele animal choisi et du protocole chirurgical, mais
également des conditions d’expérimentation. A ces conditions s’ajoutent les contraintes
liées au respect de la réglementation et de I’éthique vétérinaire (directive 2010/63/UE et

code rural).

Choix de la race

Les principales contraintes liées a I'utilisation du porc au cours d’'une expérimentation
animale sont sa taille et son poids, du fait des difficultés d’hébergement et de manipulation.
C’est pourquoi aujourd’hui on utilise de plus en plus des porcs nains comme les miniporcs
Sinclair (ou Hormel), Yacatan, Gottingen et Hanford, en particulier dans le cas d’études
longues. On privilégiera toutefois I'utilisation de porcs charcutiers dans le cas d’études de

courte durée, pour des raisons budgétaires.

Choix du sexe

Globalement le sexe de I'animal n’a pas d’influence sur I’évolution de la cicatrisation
[41]. En revanche I'épaisseur de |"épiderme est plus importante chez le male, ce qui peut
compliquer les observations dans le cas d’'une expérimentation incluant des animaux de

sexes différents.
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Pour une étude de cicatrisation, il est préférable de choisir des femelles car les
pansements entourant le corps de I'animal sont fréquemment souillés par I'urine chez le

male, ce qui augmente les risques d’infection et de macération.

Age

Chez 'homme comme chez le porc, I'age a une influence importante sur la structure du
tissu cutané, et sur la vitesse du processus de cicatrisation (inversement proportionnelle a
I’age) [34,40]. Les animaux agés seront également plus sensibles aux infections.

Il est donc essentiel que les animaux d’'une méme étude aient le méme age, et il est
important de vérifier I'adéquation age/poids afin d’éviter la surcharge graisseuse ou la

malnutrition, préjudiciables a la cicatrisation.

L’animalerie

L'animalerie classique est beaucoup plus adaptée a I'étude de cicatrisation que la
stabulation externe, du fait du risque de contamination des plaies.

Enfin pour limiter les risques de mutilation, I’'hébergement des porcs doit étre individuel.
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Cette premiere partie nous améne a considérer la peau comme un organe complexe,
constitué de I'assemblage de tissus différents (mais complémentaires) et riches en annexes
essentielles a sa fonctionnalité : vaisseaux, cellules nerveuses, glandes etc...

Pour des raisons anatomiques et physiologiques, la peau de porc peut étre considérée,

d’apres la littérature, comme un bon modele pour I'étude de la peau humaine.

Nous avons mis en évidence la complexité des mécanismes de cicatrisation cutanée,
dont chaque étape repose sur un équilibre biologique fragile. Cet équilibre peut étre
perturbé par de nombreux facteurs comme la production excessive d’exsudats, la présence
de corps étranger, de bactéries, I'dge et les antécédents médicaux de I'individu, ainsi que la
prise de certains médicaments comme les corticoides.

Le bon déroulement des étapes de cicatrisation est essentiel, dés les premiéeres heures :
en effet si la phase inflammatoire ne s’organise pas correctement, le tissu de granulation ne
se développera pas et entrainera la chronicité de la lésion, et a I'inverse si la croissance de
celui-ci devient anarchique, la cicatrice évoluera de maniere hypertrophique.

La fagcon dont sera prise en charge une lésion va ainsi conditionner le bon déroulement
des étapes de cicatrisation et donc la reconstruction d’un tissu de cutané de qualité. La
prochaine partie de ce manuscrit est dédié aux principaux dispositifs médicaux et techniques

chirurgicales développés au cours des dernieres années pour le soin des brilures.
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2¢me partie : Biomatériaux pour la cicatrisation des

brilures

La br(lure conduit a une destruction partielle ou totale pouvant concerner la peau, les
parties molles des tissus, ou méme les os. Sa gravité dépend de sa localisation, de sa
profondeur (le degré de brilure), de I'étendue de la surface endommagée (en pourcentage
de la surface totale) et de I'agent causal en question.

On notera que bien qu’il existe plusieurs autres types de brllures (chimiques,
électriques, par irradiations, par le froid...), nous ne nous intéresserons ici qu’aux brilures
thermiques et aux soins qui leur sont associés, bien que les dispositifs cicatrisants étudiés
dans ce travail puissent étre appliqués a divers types de brulures et d'affections cutanées.

Nous ne ferons pas de distinction entre les patients atteints de brilures d’origine civile
ou militaire. En effet |'évaluation de la gravité d’une brdlure se fait selon les mémes criteres,
et les blessés au combat sont évacués vers des unités de soins dispensant les mémes
traitements médicaux et chirurgicaux que dans le monde civil. Toutefois les brdlures
occasionnées lors d’interventions militaires sont plus fréqguemment associées a d’autres
traumatismes, et souvent les blessés transitent par plusieurs centres de soins intermédiaires
avant d’étre finalement évacués vers des centres spécialisés, parfois éloignés de plusieurs
milliers de kilomeétres. Les délais de prise en charge médicale des brllures tendent donc a
étre rallongés [52].

Plusieurs études cliniques comparatives ont été menées entre le devenir des patients
civils d’'une part et des patients brllés durant les affrontements en Iraq et en Afghanistan
d’autre part, tous traités dans le méme centre de soins [53]. Il s'avere que le taux de
mortalité est le méme, en dépit de I'incidence plus importante de traumatismes associés et
de brillures du systéme respiratoire, en considérant des groupes de patients de méme age.
Une autre étude portant sur les causes de déces survenus dans une unité de traitement des
brilés a montré que la premiére cause de déces était I'infection quelle que soit I'origine du
blessé, toutefois les patients briilés dans le cadre d’opérations militaires étaient plus sujets a
développer des infections fatales ou des complications gastro-intestinales, tandis que les

civils décédaient plus fréquemment des suites de complications cardiaques ou rénales [54].
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1. La briilure et son diagnostic

L’évaluation de la gravité d’une brilure est primordiale car elle va conditionner la prise
en charge du patient. Malgré les nombreuses avancées dans le domaine, il ne faut pas
oublier que I'expérience de I'équipe médicale et I'évaluation que celle-ci va réaliser restent
déterminantes. La gravité d’une brilure est liée a sa profondeur, son étendue, au terrain et

aux lésions associées, le cas échéant.

1.1 La profondeur de la briilure

L’évaluation de la profondeur [55] repose sur la distinction entre, d’une part, les brilures
superficielles répondant a un traitement simple et, d’autre part, les brllures profondes
nécessitant une prise en charge spécifique. Il faut savoir que la qualité du résultat et le
potentiel de cicatrisation dépendent de la rapidité de la mise en ceuvre d’une stratégie
thérapeutique adaptée, en terme d’antisepsie et de réanimation (si nécessaire) dans un
premier temps, et de choix du dispositif curatif (type de pansements, biomatériaux,

greffes...)

Briilures superficielles

Premier degré
Il s’agit d’une atteinte superficielle de I'épiderme ayant I'aspect d’un érythéme (coup de
soleil) témoin de [’hypervascularisation du derme sous-jacent. La guérison se fait

spontanément en quelques jours, sans séquelles, par desquamation accélérée.

Deuxiéme degré superficiel
Les couches profondes de I'épiderme sont atteintes et le derme n’est touché que dans sa
partie la plus superficielle (écrétement superficiel de la membrane basale). Cliniquement il
s’agit d’'une phlycténe douloureuse (ampoule, vésicule cutanée, élévation circonscrite de
I'épiderme), en effet les terminaisons nerveuses et le derme sont intacts. La cicatrisation est

obtenue en 10 jours environ, sans séquelles.
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Briilures profondes

Deuxiéme degré profond
La jonction dermo-épidermique est atteinte, ainsi que le derme réticulaire. Une
cicatrisation est possible a partir des annexes épidermiques épargnées, mais va durer 6 a 8
semaines et donnera des cicatrices a tendance hypertrophiques. La lésion, rosée ou
blanchatre est caractérisée par une hypoesthésie (diminution de la sensibilité) plus ou moins
franche.
Une hypoesthésie persistante ou s’aggravant dans les 48h est le signe d’une brdlure
eme

profonde devant étre traitée comme une brllure du 3 degré. Au contraire si

I’hypoesthésie régresse, la brllure guérira en général spontanément.

Troisieme degré

L'épiderme et le derme sont détruits, le réseau vasculaire est coagulé. Le plus souvent
les lésions sont blanchatres mais localement I'aspect est variable et parfois atypique. A un
stade avancé, la peau prend un aspect cartonné de couleur jaune, voire brunatre, témoin de
la mort tissulaire et de la dénaturation de la matrice extracellulaire. Au toucher I'anesthésie
cutanée est totale. Il n’existe pas de cicatrisation spontanée, le recours a la chirurgie est
indispensable ; en effet dans le cas contraire la nécrose des tissus va s’étendre.

Au-dela du derme, I'atteinte des tissus graisseux et musculaires constitue ce qu’on

appelle la carbonisation.

1.2 La surface de la brilure

L’étendue d’une surface brilée doit étre évaluée de facon tres précise. On I'exprime
généralement en pourcentage de la surface cutanée totale (SCT) en excluant les brilures du
premier degré. L'étendue de la brllure est le plus souvent estimée a I'aide de la « régle des
neuf de Wallace ». Pour les petites surfaces, on utilise la méthode de la paume de la
main dans laquelle on considére que la surface de la paume de la main représente 1% de la
SCT.

La gravité immédiate d’une brllure est liée a ses répercussions métaboliques, en
particulier concernant le risque de choc hypovolémique.

En effet la chaleur conduit a la coagulation des protéines immédiate des I'application

d’'une température supérieure a 60°C, et il s’ensuit une déshydratation dermique
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importante. Sous la zone br(ilée les vaisseaux sont immédiatement victimes d’une
perméabilité anormale aux protéines entrainant leur « fuite ». L’eau qui accompagne ces
protéines va former un cedéme trés important aux dépens du volume sanguin circulant. Le
choc hypovolémique résulte de cette diminution de la masse sanguine dont la conséquence
principale est une baisse du retour veineux et du débit cardiaque.

Cette complication est susceptible de survenir des 15% de surface corporelle brilée

profondément (10% chez le nourrisson, 5 a 10% chez le vieillard).

Figure 11 : Représentation du calcul de la surface cutanée selon la régle des neuf de Wallace (d’apreés [56])

1.3 Autres facteurs déterminant la gravité de la brilure

L’age
La mortalité du bralé est significativement plus élevée avant 5ans et aprés 65 ans.
Certaines pathologies préexistantes aggravent le pronostic, en particulier chez le sujet agé

[57]. Chez les nourrissons et les jeunes enfants, la brllure est grave des I'atteinte de 10 % de

la SCT atteints.

Localisation de la briilure

Certaines localisations présentent des risques particuliers au niveau vital, fonctionnel ou
infectieux :

- Les brQlures circulaires des membres et du cou
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- Les brQlures de la face et des mains

- Les brdlures du périnée.

Enfin il est important de souligner I'importance des Iésions associées a la brdlure, qu’il
s’agissent d’une intoxication au monoxyde de carbone dans le cas d’un incendie domestique
par exemple, de br(lures respiratoires pouvant constituer un facteur de gravité
supplémentaire [58], de lésions traumatiques comme des fractures ou une compression
musculaire prolongée [59,60], ou encore le « blast syndrom » qui caractérise I'ensemble des
Iésions consécutives a une explosion.

Chacune de ses lésions complique la prise en charge du patient, et réduit ses aptitudes a

cicatriser dans les meilleures conditions.

Les pathologies associées

Le diabéte est un facteur aggravant trés sérieux de la brllure. La gestion du diabete est
souvent difficile chez le brGlé, mais néanmoins indispensable. En effet les infections sont
plus fréquentes et un mauvais équilibre glycémique du diabéte peut retarder la cicatrisation.
Ce terrain est aussi favorable au développement des plaies cutanées chroniques, en
particulier au niveau des pieds. En effet une glycémie élevée altére les vaisseaux sanguins, et
dans certains cas les artéres n’irriguent plus suffisamment les membres inférieurs. De ce fait
les blessures mettent plus de temps a cicatriser et sont sujettes a l'infection. La blessure
peut s’étendre et dans les cas les plus graves altérer définitivement une partie du pied.

Par ailleurs linsuffisance cardiaque respiratoire ou rénale aggrave les probléemes
immédiats liés au choc hypovolémique.

Enfin les patients souffrants d'immunodépression avant leur brilure ont également un
pronostic moins favorable, et doivent dans la mesure du possible étre isolés dans un milieu

stérile.

2. Soins des briulures

Nous l'avons vu, I’évaluation de la br(lure est difficile, mais elle reste néanmoins

déterminante pour la mise en place d’une stratégie adaptée, en particulier dans les cas les
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plus graves. Dans cette partie nous étudierons les différentes stratégies thérapeutiques

pouvant étre mises en place selon les différents criteres vus précédemment.

La premiere étape du traitement d’une brllure est toujours la résection des tissus
nécrosés (et des corps étrangers le cas échéant), on parle de débridement. C’'est une étape
importante car la présence de tissus nécrosés augmente le risque d’infection et de
septicémie, et prolonge la phase inflammatoire. Le débridement d’une plaie peut-étre
réalisé par résection chirurgicale, hydrothérapie ou irrigation de la plaie, et par voie
enzymatique faisant appel a des collagénases d’origine bactérienne, et des enzymes comme

la streptokinase [61].

Thomas [62] a défini que I'objectif dans le choix d’un pansement était de garantir a la
surface de la plaie un environnement dans lequel la cicatrisation pourraient étre compléte,
rapide et se solderait par un aspect esthétique acceptable. Dans la plupart des cas, plusieurs
types de pansements utilisés successivement sont nécessaires. Par exemple |'utilisation de
compresses et de solution saline physiologique est nécessaire dans un premier temps pour
absorber le sang et les exsudats. D’autres dispositifs peuvent aider a maintenir un
environnement humide au cours des étapes suivantes de la cicatrisation, tandis que
I'utilisation de pansements bioactifs, ou de biomatériaux peuvent jouer un réle dans toutes

les étapes de la régénération tissulaire.

2.1 Les greffes cutanées

Lorsque l'on s’intéresse au traitement des brilures et aux différentes options
thérapeutiques existantes, il apparait incontournable de décrire les différentes techniques
de greffes cutanées, puisque celles-ci constituent encore aujourd’hui la méthode de
référence, particulierement indiquée lorsque la perte tissulaire est importante du fait d’une
brilure profonde et étendue.

Toutefois Il est évident que plus la surface brilée augmente, plus I'étendue des surfaces
ou il est possible de prélever de la peau diminue. Il a donc été nécessaire de trouver des

techniques permettant de pallier ce déficit, comme I'allogreffe par exemple.

38



Les premieres greffes cutanées ont été décrites par Jacques Reverdin, interne suisse des
Hopitaux de Paris, en 1869. Des greffes de peau totale ont été décrites a la méme époque,
en 1871 par Lawson a Londres, en 1872 par Ollier a Lyon, Wolff a Glasgow, et Krause a
Altona en Allemagne [63].

Selon I'origine du greffon, on parlera d’autogreffe (lorsque le tissu est prélevé sur le
patient lui-méme), d’allogreffes (lorsque le greffon est prélevé sur un autre étre humain),

d’hétérogreffe ou xénogreffe (lorsque I'implant est d’origine animale).

Les autogreffes

Elles ne posent en principe pas probléeme immunologique, puisque le greffon est prélevé
sur lindividu lui-méme. On distingue plusieurs types d’autogreffes selon |'épaisseur du

préléevement.

Greffes de peau minces

Histologiquement, la peau est sectionnée au niveau des papilles dermiques. La tortuosité
de la jonction dermo-épidermique implique que le prélevement emporte une partie des
cellules germinatives de I'épiderme permettant I'épidermisation du site receveur, tout en
laissant en place des crétes de la membrane basale permettant la cicatrisation du site
donneur.

La durée de la cicatrisation de la zone donneuse et son risque d'hypertrophie cicatricielle
sont d'autant plus grands que la greffe est épaisse. Les zones de prélévement sont
habituellement les membres (surtout cuisses et fesses), mais peuvent étre aussi le thorax,
I'abdomen, le dos et le cuir chevelu. Le préléevement est fait avec un rasoir ou un
dermatome.

Dans certains cas la greffe peut étre expansée pour réaliser un filet, selon la technique
décrite par Tanner et Vandeput [64,65]. La technique consiste a placer la greffe mince dans
un « ampli-greffe » pour obtenir une résille, permettant de multiplier la surface couverte de
1.5 a 6 fois et de limiter I’étendue de la zone donneuse.

Les greffes de peau mince sont indiquées en cas de perte de substance étendue, les
greffes expansées seront privilégiées en cas de déficit de zones donneuses, et pour couvrir

des zones non fonctionnelles et non esthétiquement importantes.

39



Greffes semi-épaisses
L'épiderme et une partie du derme sont prélevés tout en laissant en place la partie
profonde des annexes épidermiques (glandes sébacées et sudoripares, follicules pileux). Le
prélevement est réalisé de la méme facon que dans le cas des greffes de peau minces,
toutefois la cicatrisation de la zone donneuse sera plus lente, et laissera une cicatrice plus

visible, souvent hypertrophique.
Les greffes de peau semi-épaisses sont indiquées pour des plaies en zone fonctionnelle

ou esthétiquement importantes, au détriment de la zone donneuse.

Greffes de peau totale

Le tissu est prélevé jusqu’a I'hypoderme puis dégraissé. La cicatrisation spontanée du
site donneur est impossible car la surface prélevée est souvent trop importante, elle devra
étre suturée. Les zones donneuses privilégiées du fait de la moindre exposition de la
cicatrice et d’'une certaine laxité cutanée sont par exemple la région rétro-auriculaire, les plis
inguinaux, la région sus-claviculaire, le pli du coude... La surface des zones donneuses peut
étre augmentée par expansion durant les semaines précédant la greffe, a I'aide de
ballonnets gonflables implantés en sous-cutanés.

Ces greffes sont utilisées lorsque la brllure est située sur une zone fonctionnelle ou

esthétiquement importante.

Les allogreffes

Les greffons sont prélevés sur des cadavres ou sur des sujets en coma dépassé puis
conservés un mois a 4°C ou plusieurs mois dans I'azote liquide a -196°C. Ces greffes sont
soumises a une législation trés stricte relative a la transmission de certaines maladies
infectieuses.

Les allogreffes font I'objet d’un rejet immunologique aprés 3 semaines. Toutefois
I'emploi de cette technique permet chez le brilé la couverture temporaire dans le cadre
d’une stratégie thérapeutique :

- l'allogreffe des sites I|ésés permet d’attendre la cicatrisation de sites donneurs

potentiels (légérement brilés ou déja prélevés)

- dans le cas de la combinaison avec I'autogreffe, I'allogreffe permet la couverture

immédiate de la lésion tandis que de petits greffons d’autogreffe (implantés
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simultanément) vont croitre et finalement se substituer a I'allogreffe. La méthode de
Mowlen-Jackson consiste en la juxtaposition de bandes d’auto- et d’allogreffes,
tandis que la technique d’Alexander consiste en une autogreffe trés expansée
recouverte d’un filet d’allogreffe beaucoup moins expansé.

- l'allogreffe est aussi utilisée pour la reconstruction in vivo de peau totale, selon la
méthode de Cueno : apres excision du tissu lésé, le site est recouvert d’allogreffe
tandis que parallelement sont mis en culture des kératinocytes. Lorsque la culture
est préte, I'allo-épiderme (a fort pouvoir antigénique) est retiré tandis que le derme
sous-jacent (a faible pouvoir antigénique), colonisé par les vaisseaux sanguins, est

laissé en place et recouvert par la culture d’épiderme.

Hétérogreffes ou xénogreffes

Il s’agit de greffon d’origine animale. Actuellement on utilise la peau de porc conservée
ou lyophilisée. La xénogreffe doit étre considérée comme un "pansement d’origine

biologique", présentant I'avantage d’une disponibilité permanente.

Le développement des techniques de greffe cutanée a constitué une véritable révolution
qui a bouleversé la prise en charge du brilé grave.

Le chirurgien a été confronté a un nouveau défi : comment remplacer la peau détruite
quand la quasi-totalité du revétement cutané a disparu ?

La raréfaction des sites donneurs de greffes dermo-épidermiques autologues doit alors
étre compensée par des procédés substitutifs. Il est important de noter que méme si
I’expansion en filet des greffons peut permettre de recouvrir une surface plus importante,
les cicatrices des sites donneurs sont parfois tres étendues, plus étendues encore que les
Iésions initiales, et le brilé reste marqué a vie. Bien que l'allogreffe puisse plus ou moins
répondre au probleme, le résultat n’est pas toujours satisfaisant.

Enfin faire appel a la technique des greffes cutanées implique une chirurgie lourde, des
délais de soins importants, pour un résultat qui n’est pas toujours a la hauteur des
espérances du patient et des équipes médicales.

La recherche et le développement de nouveaux produits de remplacement de la peau
sont en plein essor, aussi bien pour la synthese de substituts cutanés artificiels que pour la

culture ex vivo des éléments cellulaires de la peau.
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2.2 Pansements et biomatériaux

Un long chemin a été parcouru depuis I'application rudimentaire sur les plaies de
plantes, de graisses animales et de miel jusqu’a la mise au point de biomatériaux cellularisés
complexes biomimétiques (scaffolds). On notera que certaines herbes médicinales
traditionnelles toujours utilisées en Afrique montrent des propriétés antibactériennes [66-
68].

C'est d’abord la découverte de I'asepsie et de I'importance de I’hygiene au XIX siecle qui a
conduit a de grandes avancées dans la conception de dispositifs cicatrisants, a I'image de
Pasteur [69] qui a attiré l'attention sur les germes propagés par l'eau et les

dispositifs/instruments utilisés.

Classification des dispositifs

Les pansements sont classés en catégories « primaire », « secondaire » et « island
dressing » [70] : le pansement « primaire » est en contact direct avec la plaie, et recouvert
d’'un pansement « secondaire ». Le terme «island dressing » désigne les pansements
possédant en leur centre une couche absorbante entourée d’une couche adhésive.

Ils sont également classés selon le type de matériaux utilisés (cellulose, alginate,
collagene...), la forme physique du pansement (pommade, film, mousse, gel..) et leur
fonction (débridement, occlusion, absorbance, adhésion) [71].

Certains dispositifs, en maintenant un environnement humide, permettent un
débridement autolytique, c'est-a-dire le débridement naturel de la plaie par élimination
physiologique spontanée des tissus nécrotiques. C'est le cas de la plupart des pansements
« semi-occlusifs », terme qui désigne les dispositifs imperméables a I'eau et aux bactéries,
mais perméables a I'oxygeéne et a la vapeur d’eau. D’autres au contraire laissent traverser les
exsudats qui sont ensuite absorbés par le pansement secondaire.

Enfin certains pansements sont choisis pour leur capacité a absorber les exsudats, ou
encore leur caractere adhésif qui facilite la mise en place. On prendra soin toutefois de
différencier I'adhésion et I'adhérence: on privilégiera en effet les pansements non-
adhérants a la plaie qui préservent les tissus néoformés et minimisent la douleur lors du

changement.
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De nombreuses études et revues se sont intéressées aux différents dispositifs existants
et aux différentes facons de les « classer » [62,72,73]. Ces classifications ont toutefois leurs
limites : certains dispositifs répondent en effet a plusieurs critéres [70].

D’une maniére générale, on peut dire que le dispositif idéal serait un pansement qui
maintienne un climat humide propice a la cicatrisation de la plaie, tout en étant indolore,
absorbant, adhésif pour tenir et maintenir 'humidité de la plaie, un pansement qui soit
facile a enlever (ou que I'on enléve pas), hypoallergénique, économique, qui garantisse les
échanges gazeux (0,-CO,). Il ne devrait pas absorber les exsudats trop rapidement au risque
de conduire a I'assechement de la plaie et a la formation d’une croQte trop précoces, mais
suffisamment rapidement pour ne pas que les exsudats s’accumulent sous le pansement.

Ces nombreux critéres rendent la conception d’un pansement complexe.

Dans la suite de ce chapitre, on distinguera les pansements « traditionnels » des
dispositifs de derniére génération, ces derniers seront décrits selon leur composition et leur

forme physique.

Les soins traditionnels

Bien qu’ils soient moins largement utilisés pour le soin des brGlures aujourd’hui, ils
gardent un intérét dans certains cas cliniques (brllures superficielles), ou en utilisation
conjointe avec les dispositifs plus complexes et plus récents. On entendra par soins
traditionnels I'ensemble des pansements « secs » et des formulations topiques, qu’elles

soient liquides ou semi-solides.

Les formulations topiques

Il peut s’agir de solutions, de suspensions, d’émulsions, de pommades ou de cremes.

Il est possible d’utiliser par exemple une solution saline physiologique pour nettoyer la
plaie et retirer les tissus morts ou bien pour irriguer une plaie séche et ainsi faciliter et
rendre moins douloureux le changement d’'un pansement [74-76]. Des solutions comme la
povidone-iodine sont également utilisées durant I'étape de débridement pour retirer les
tissus nécrosés et éviter la macération tout en jouant le role d’agent antimicrobien [77].

Les agents topiques sous forme liquide ont toutefois un temps de contact avec la plaie et

donc une activité limitée dans la durée, en particulier en cas de suppuration.
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C'est parce gu’elles restent plus longtemps au contact de la plaie que les crémes sont
souvent préférées (ex: crémes contenant du sulfadiazine d’argent ou les pommades
contenant du nitrate d’argent). Toutefois dans le cas des plaies trés exsudatives, ces
topiques ont tendance a perdre rapidement leurs propriétés rhéologiques (chute de la

viscosité).

Les pansements traditionnels

Il s’agit de pansements « secs » qui ne contribuent pas a maintenir la plaie dans un
environnement hydraté : coton hydrophile, bandes synthétiques ou naturelles, compresses.

Les compresses sont faites de coton tissé ou non tissé, de polyester ou de la
combinaison de ces deux matériaux. L’historique et les problémes associés a leur utilisation
ont été revus par Jones et al [78]. L'utilisation de compresses imprégnées pour les plaies
chirurgicales est largement remise en questions face aux nouvelles générations de dispositifs
aujourd’hui sur le marché [79]. Le principal inconvénient des pansements réalisés avec des
compresses, en dépit de leur faible coGt[80], est qu’ils doivent étre changés tres
fréguemment pour éviter la macération et préserver les tissus en cours de régénération.
D’autre part méme si les compresses peuvent prévenir une contamination bactérienne
lorsqu’elles sont seches, lorsqu’elles sont imprégnées d’exsudats, elles n’assurent plus leur
role de barriere.

Enfin les compresses ont tendance a adhérer a la plaie et leur remplacement s’avére
quelquefois douloureux pour le patient, et endommage le tissu fraichement reconstruit [81]
ce qui pourrait compromettre le processus de cicatrisation. Les compresses assurent une
faible occlusion et favorisent le dessechement du lit de la plaie, dans une moindre mesure
dans le cas des compresses imprégnées de paraffine ou vaseline (ex: Tulle Gras). Il a été
suggéré de réserver l'utilisation des pansements traditionnels en tant que pansement
secondaire pour absorber les exsudats et protéger le pansement primaire au contact de la

plaie [72].

Dans le cas des brillures et des plaies chroniques, ces dispositifs ont été largement

remplacés par des dispositifs de nouvelle génération, plus complexes, permettant de

s’affranchir des problemes rencontrés avec les agents topiques qui ne restent pas
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suffisamment longtemps au contact de la peau, et des problemes de déshydratation

rencontrés avec les compresses et autres pansements traditionnels.

Nouvelle génération de pansements

Leur caractéristique essentielle est de maintenir une certaine hydratation de la plaie et
de favoriser la cicatrisation. Ces dispositifs sont généralement classés selon leur composition

ou leur forme physique qui peut étre gel, film, mousse...

e Les hydrocolloides

Les pansements hydrocolloides sont aujourd'hui largement utilisés. Leurs propriétés,
mode d’action et leur indication ont été I'objet de plusieurs revues dans la littérature
[76,81]. Le terme « hydrocolloide » désigne des dispositifs obtenus a partir de solutions
colloidales (d’agents gélifiants) associées avec d’autres matériaux de type élastoméres ou
adhésifs. Les agents gélifiants couramment utilisés sont la gélatine, la pectine, et la
carboxymethylcellulose (CMC). Comme exemples de pansements hydrocolloides
couramment utilisés, on peut citer Granuflex™, DuoDerm™ et Aquacel™ (ConvaTec),
Comfeel™ (Coloplast), Tegasorb™(3M SANTE), et Algoplaque™ (URGO).

IIs se présentent sous la forme de films ou feuilles, ou en association avec d’autres
matériaux comme les alginates. Le principal intérét des pansements hydrocolloides est qu’ils
adherent aussi bien sur les sites humides que secs, contrairement aux autres dispositifs.
Dans leur état initial, les hydrocolloides sont imperméables a I’eau, mais apres avoir absorbé
les exsudats, un changement de la structure physique a lieu, aboutissant a la formation d’un
gel couvrant la plaie. lls deviennent ainsi progressivement perméables a I'air et a I'eau [82].
Hoekstra et al [83] ont montré I'intérét d’'un pansement hydrocolloide par rapport a un
pansement traditionnel pour la cicatrisation de plaies chez le rat, en particulier lors de la
phase inflammatoire initiale.

Pour les raisons de perméabilité évoquées précédemment, les pansements
hydrocolloides sont tres souvent couverts d’une couche occlusive pour prévenir les
échanges de vapeur d’eau entre la plaie et le milieu extérieur. En générale si les exsudats ne
sont pas trop importants, ce type de pansement peut étre changé une fois par semaine. Ce

type de pansement trés occlusif ne devra pas étre utilisé en cas de plaies infectées, car il
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favorise la colonisation bactérienne en maintenant un environnement humide et
I’accumulation des exsudats.

Toutefois des études microscopiques ont montré l'intérét de certains hydrocolloides a
base de CMC dans la lutte contre les bactéries, par rapport a des pansements alginates [84].

Dans cette étude, il a été montré que le gel produit par les hydrocolloides contenant de
la CMC était capable d’encapsuler une large quantité de Pseudomonas aeruginosa et de
Staphylococcus aureus contrairement aux gels d’alginate pour lesquels le phénomeéne était
significativement moins important[84]. Nemeth et al [85] ont reporté qu’en comparaison
avec un pansement non adhérent classique, les patients ayant été soignés avec des
hydrocolloides ont ressenti une douleur moindre et donc consommé moins d’analgésiques,

tout en appréciant le confort de pouvoir se laver sans risquer d’endommager le pansement.

e Lesalginates

Les alginates sont des polysaccharides a structure bloc constitués d’unités
mannuroniques et guluroniques. Les pansements d’alginate sont produits a partir
d’alginates de sodium ou de calcium, et sont commercialisés principalement sous forme de
lyophilisats (éponges poreuses).

Les alginates sont utilisés pour la conception de pansements pour leur capacité a former
des 'gels' (ou solutions visqueuses) au contact des exsudats. La gélification des alginates au
contact de la plaie limite les sécrétions et la contamination bactérienne[86]. Le gel ou la
solution visqueuse formé en contact avec la plaie absorbe les exsudats sans adhérer a la
plaie, se qui favorise la détersion.

Les alginates riches en acide mannuronique (par exemple Sorbsan™, Maersk) forment
des gels mous, flexibles, tandis que les alginates riches en acide guluronique (par exemple
Kaltostat™, ConvaTec) forment des gels plus rigides lorsqu’ils se gorgent d’exsudats.

Le film de gel formé a l'interface pansement/plaie permet de maintenir la plaie dans un
environnement humide optimal pour la cicatrisation.

Les propriétés gélifiantes des alginates sont attribuées a la présence de I'ion calcium qui
permet la formation de complexes Ca**/Acide guluronique qui conduisent a un réseau se
dégradant lentement en contact avec la plaie (en particulier par échange des ions calcium et
sodium). Cette capacité a former un réseau tridimensionnel fait des alginates un matériau

apprécié pour l'ingénierie tissulaire dans le cadre de la conception de « scaffolds » [87,88].
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Une étude comparative a montré que les gels d’alginates restaient en contact avec la plaie
plus longtemps que les gels formés par les hydrocolloides [89].

Le role joué par les alginates de calcium au cours de la cicatrisation a été étudié par
Schmidt et col. [90]. Cette étude menée chez la souris suggere que les alginates de calcium
pourraient favoriser la stimulation de fibroblastes. Grace a une étude menée in vitro, Doyle
et col.[91] ont précisé que la prolifération des fibroblastes augmentait mais pas leur motilité.
Thomas et col.[92] ont établi que les alginates pouvaient activer les macrophages humains
et contribuer a la libération de TNFa (Tumor Necrosis Factor-a) qui initie les phénoménes
inflammatoires constituant la premiére étape de cicatrisation. Les ions calcium présents
dans les pansements alginates jouent également un réle physiologique lorsqu’ils sont
relargués dans la plaie, entre autre durant la phase d’hémostase[93,94].

Les pansements alginates présentent un grand intérét pour le soin des plaies
moyennement a fortement exsudatives. Leur retrait ou changement n’est pas douloureux et
préserve le tissu de granulation fraichement formé. Il s’agit d’'un matériau biodégradable,
dont les propriétés d’adhérence et d’absorbance sont variables et donc modulables, selon Ia
structure des alginates utilisés [95].

Les limites de ces dispositifs concernent les plaies séches, et celles recouvertes d’une
couche dure de tissus nécrosés, puisque les alginates ont besoin d’un environnement

humide pour gélifier et devenir efficaces.

e Les pansements hydrogels

Il s"agit de matériaux hydrophiles insolubles, les dispositifs sur le marché sont constitués
de polymeéres synthétiques comme les polyméthacrylates et la polyvinylpyrrolidine. Certains
pansements sont faits a partir d’associations hydrogels/alginates (Nu-gel™, Johnson &
Johnson Purilon™ et Coloplast™, par exemple).

Les hydrogels peuvent se présenter sous la forme de gel amorphe ou de feuilles et films
solides. Pour préparer ces feuilles et films, les composants polymeéres sont réticulés de
maniere a emprisonner des molécules d’eau.

Lay-Flurrie [96] a répertorié et analysé les résultats de plusieurs études concernant
I'efficacité de ces dispositifs et le type de plaies auxquelles ils se destinent.

Lorsqu’ils sont appliqués sous la forme non réticulée, les gels nécessitent généralement
d’étre recouverts d’'un pansement secondaire et remplacés fréquemment. Les films eux ne

nécessite pas I'emploi d’'un pansement secondaire: ce sont des films polyméres semi-
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perméables, avec ou sans bords adhésifs, dont la structure contréle le passage de la vapeur
d’eau.

Les hydrogels contiennent de 70 a 90% d’eau et ne peuvent par conséquent pas
absorber une quantité importante d’exsudats. Ils sont donc principalement indiqués pour le
soin des plaies peu ou modérément suintantes, I'accumulation des exsudats pouvant
conduire a la macération des tissus et a la prolifération bactérienne. Une autre limite de ces
dispositifs est leur fragilité : ils ont en général de faibles propriétés mécaniques et sont de ce
fait assez difficile a manipuler par le personnel soignant.

Les hydrogels présentent néanmoins la plupart des caractéristiques du dispositif idéal
pour la cicatrisation : ils conviennent a la fois a des plaies profondes, seches, et nécrotiques,
du fait de leur capacité a réhydrater les tissus morts et ils facilitent ainsi le débridement
autolytique. Les hydrogels sont perméables, ils permettent les échanges gazeux et de vapeur
d’eau, d’autre part ils limitent la réponse inflammatoire.

Leur non-adhérence, et la sensation de fraicheur a la surface de la plaie contribue a
réduire la douleur du patient, comme I'a reporté Moody [97].

Enfin les hydrogels laissent peu de résidus dans la plaie au moment de leur retrait ce qui
améliore la réépithélialisation des plaies [98]. Morgan considere que les hydrogels sont
adaptés a toutes les étapes de la cicatrisation, avec pour seule limite les plaies infectée ou

trés exsudatives.

e Films polyméres adhésifs

Les premiers films polymeres adhésifs étaient constitués de dérivés du nylon associés a
du polyéthyléene qui les rendait occlusifs. Ces dispositifs aux propriétés absorbantes trés
limitées favorisent I'accumulation d’exsudats et donc la macération et la prolifération
bactérienne [98]. lls nécessitent d’étre souvent remplacés et les plaies irriguées a l'aide
d’une solution saline, il s’agit donc de dispositifs peu adaptés pour la cicatrisation des plaies.

Les nouvelles générations de films polymeéres adhésifs sont constituées de polyuréthanes
plus poreux et plus perméables a la vapeur d’eau et aux gaz, tout en restant imperméables
aux liquides, et aux exsudats [99]. Ces films sont transparents, et trés déformables en
restant élastiques : ils s’adaptent facilement a la géométrie de la plaie et résistent bien aux
mouvements. Leur principale limite est leur faible épaisseur : ils ne sont pas adaptés a des

plaies profondes, présentant une cavité importante.
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Il existe un grand nombre de films adhésifs polyuréthanes sur le marché (Opsite™, Smith
and Nephew ; Biooclusive™, Johnson & Johnson; Tegaderm™, 3M Santé, etc...) qui se

différencient les uns des autres par leur perméabilité, leur adhésivité et leur élasticité [100].

e Pansements biologiques

Ils désignent des biomatériaux jouant un role dans le procédé de cicatrisation, on les
qualifie de « bioactifs ». Les pansements bioactifs incluent aussi les produits dérivés de
I'ingénierie tissulaire, qu’ils proviennent de sources naturelles ou artificielles [101].

Ces dispositifs combinent généralement des polymeres comme le collagéne [102], I'acide
hyaluronique [103], le chitosane [104-108], les alginates et I'élastine.

Les biomatériaux présentent I'avantage d’étre biodégradables, de présenter une bonne
biocompatibilité et une trés faible toxicité. Dans certains cas, on leur associe des agents
antibactériens, ou encore des facteurs de croissance.

Le collagene est un constituant naturel du tissu conjonctif et une protéine structurale
majeure. Ses propriétés physiques, chimiques, biologiques et immunologiques ont été
largement décrites dans la littérature [102,109]. Le collagene est utilisé sous forme de
lyophilisats capables d’absorber les exsudats, les débris cellulaires et les cellules
inflammatoires ayant phagocyté des bactéries [110]. Ces matrices peuvent également
contenir différents principes actifs et servir ainsi de réservoir a relargage contrdlé, pour
différentes classes d’antibiotiques par exemple [111].

L’acide hyaluronique quant a lui est un glycosaminoglycane, constituant de la matrice
extracellulaire, aux propriétés physico-chimiques et biologiques particulierement
intéressantes. Il est naturellement biocompatible, biodégradable et non immunogéne [112].
L’acide hyaluronique est également utilisé sous forme d’hydrogels réticulés pour le relargage
contrélé [113]. L'acide hyaluronique est décrit comme un matériau de choix pour la
cicatrisation des plaies aigués [114].

Enfin le chitosane est connu pour accélérer la formation du tissu de granulation au cours
de la phase proliférative [115], et les pansements a base de chitosane sont réputés plus
efficaces que les soins traditionnels d’une part et les hydrogels synthétiques d’autres
part [116]. Les propriétés biologiques du chitosane et son intérét pour la cicatrisation seront

décrits dans le chapitre suivant de ce manuscrit.
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e Substituts cutanés

Les dispositifs décrits précédemment ne sont malheureusement pas suffisants lorsqu’il y
a une perte de tissu importante dans le cas des brllures profondes et/ou étendues.

Nous I'avons vu, la premiére étape des soins d’une brllure est la résection du tissu brdlé,
puisque la présence de celui-ci entretient une réaction inflammatoire amplifiée,
éventuellement dangereuse pour la survie du patient. Quand la brdlure atteint plus de 40%
de la surface totale du corps, la greffe de peau ne peut étre complete et immédiate, et il
n’est pas concevable de laisser exposées les plaies de résection qui évolueraient vers la
surinfection : la couverture s’impose. Outre I'allogreffe qui joue le réle d’'une couverture
temporaire dans I'attente de greffe, le thérapeute dispose aujourd’hui d’autres options pour
le recouvrement des plaies.

Les progres réalisés dans le design des biomatériaux d’une part, et dans le domaine de la
culture cellulaire d’autre part, ont conduit au développement d’'une nouvelle génération de
substituts dermiques [117,118]. Ces dispositifs sont des « scaffolds » acellulaires ou au
contraire contenant des cellules de peau ; ils comblent la perte cutanée et sont colonisés par
le tissu en reconstruction. Dans la littérature, ils sont décrits comme des systémes capables
d’imiter les réponses physiologiques normales ayant lieu au cours de la
cicatrisation [119,120].

Les dispositifs acellulaires sont produits a partir de collagene synthétique combinés a des
constituants de la matrice extracellulaire comme l'acide hyaluronique (ex Integra™) ou a
partir de derme dont on a retiré les composants cellulaires, tout en préservant I'architecture
du tissu (ex Alloderm™).

Les substituts cutanés contenant des cellules sont composés d’'une matrice polymeére
biodégradable de collagéne et de glycosaminoglycanes par exemple (Apligraf™) dans
laquelle sont ensemencées des cellules de peau.

Quelgues uns des substituts cutanés disponibles sur le marché sont présentés dans le
tableau 1.

Ces « scaffolds » ont des propriétés mécaniques et anatomiques trés proches du tissu
qu’ils remplacent [121]. Apres leur implantation, la matrice se dégrade progressivement
pour laisser place a une matrice de tissu conjonctif.

Ces dispositifs sont adaptés au relargage contrélé de molécules bioactives comme les
facteurs de croissance par exemple [119]. En effet, des pores se forment dans la matrice

lorsque celle-ci se dégrade, et permettent la libération de principes actifs, tandis que dans
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ces mémes pores des cellules vivantes peuvent pénétrer et proliférer pour remplacer petit a
petit le tissu perdu ou endommagé.

Les effets du collagéne sur la reconstruction du derme ont été étudiés par Ruszczak et
al [122]. Il a été établi que la combinaison de collagene avec des cellules dermiques du
patient, des facteurs de croissance, des cytokines et des agents antibiotiques peut accélérer
la formation du tissu de granulation et également I'étape de réépithélialisation.

Malgré leur potentiel pour le soin des plaies chroniques et des brllures graves, ces
dispositifs sont encore assez peu utilisés du fait de leur colt, du risque d’infection, des
problemes d'immunogénicité et de la nécessité de prélever des cellules et donc de générer

une nouvelle plaie chez le patient.

Dispositif Fabricant Type Composants principaux
. . o Matrice collagéne/chondroitine
Integra™ Integra LifeScience Peau artificielle S
sulfate couverte d’un film silicone
. Dow Hickham/Bertek Substitut cutané . .
Biobrane™ . ) . Silicone, tulle de nylon, collagene
Pharmaceuticals biosynthétique
. . Substitut dermique Derme humain privé de ses
Alloderm™ Lifecell Corporation . .
acellulaire composants cellulaires
. Culture de fibroblastes humains sur
Advanced Tissue . . .
Dermagraft™ Sci Substitut dermique un tulle de polyglactine
ciences
biodégradable
. . Substitut Culture de kératinocytes humains
Epicel™ Genzyme Biosurgery , . )
épidermique autologues
. o Substitut Culture de kératinocytes humains
Myskin™ Celltran Limited . ] .
épidermique autologues sur un substrat silicone
Acide polyglycolique/ acide
TranCvte™ Advanced Tissue Epiderme polylactique, protéines de la MEC
y Sciences synthétique provenant de fibroblastes humains
allogéniques, collagéne
. . Substitut dermo- Collagene bovin de type | dans une
Apligraf™ Organogenesis . . ] .
épidermique suspension de fibroblastes
. . Fibroblastes humains sur une
Fidia Advanced Substitut . i
Hyalograft 3-D™ . L. . membrane micro-perforée de benzyl
Biopolymers épidermique
hualuronate
o Substitut Fibroblastes humains sur une
) Fidia Advanced -~ . ; ;
Laserskin™ . épidermique membrane micro-perforée de benzyl
Biopolymers
hualuronate
. L. . Substitut Fibrine et culture de kératinocytes
Bioseed™ BioTissue Technologies L . .
épidermique humains autologues

Tableau 1 : exemples de substituts cutanés disponibles sur le marché en 2010.
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Comme nous l'avons mis en évidence dans les deux premiéres parties, la peau est un
organe complexe et sa cicatrisation devient parfois un véritable challenge pour les équipes
médicales, tant au niveau de la gestion de la douleur chez le patient, que dans le choix de Ia
stratégie curative.

Dés lors il devient essentiel lors du développement d’un nouveau dispositif cicatrisant de

bien choisir les matériaux, et d’adapter leur mise en ceuvre aux exigences physiologiques.

Pour limiter les problemes de biocompatibilité, nous avons choisi d’utiliser un polymere
naturel, mieux toléré par I'organisme vivant que les polymeéres synthétiques. Parmi les
polyméres naturels, notre choix s’est orienté vers le chitosane qui présente des propriétés

bioactives aujourd’hui largement reconnues par la communauté scientifique.

La partie suivante est consacrée aux principales caractéristiques physico-chimiques et
biologiques du chitosane, caractéristiques qui sont a l'origine d’un certain nombre
d’interactions favorables avec les milieux vivants. Nous argumenterons en faveur de sa mise
en ceuvre sous forme d’hydrogels en vue de son utilisation en ingénierie tissulaire en tant

que dispositif destiné a la cicatrisation cutanée.
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3eme partie : le chitosane, un polymere de choix pour la

cicatrisation cutanée

1. Le chitosane : définition et structure

C’est en 1811 que la chitine est isolée pour la premiere fois par le professeur Henri
Braconnot, directeur du jardin botanique de Nancy.

Mais c’est un peu plus tard que débute I'histoire du chitosane, lorsqu’en 1859 C. Rouget
traite la chitine avec de la potasse et examine les différentes formes désacétylées obtenues.
Le nom de chitosane sera proposé par Hoppe-Seyler en 1894. Il est peu présent dans la
biomasse, on le retrouve a I'état naturel dans la paroi cellulaire de certains champignons, de
bactéries, levures et algues [123]. Le chitosane est principalement obtenu par modification
chimique de la chitine, le polymere naturel le plus abondant dans la biomasse apres la
cellulose, en termes de production annuelle par biosynthése [124]. La chitine est un
constituant essentiel de I'exosquelette des crustacés, des insectes et de I'endosquelette des
céphalopodes, comme la séche et le calmar. On la retrouve également dans la paroi
cellulaire de certains champignons.

Le chitosane est un polysaccharide linéaire constitué d’unités D-glucosamine et N-acétyl-
B-D-glucosamine liées entre elles par des liaisons glycosidiques B(1->4) (figure 12). La
différence entre le chitosane et la chitine réside dans la proportion d’unités acétylées, qu’on

appelle DA (degré d’acétylation).

NH,

o " Ho \/

OH

DA 100-DA

Figure 12 : Structure chimique du chitosane
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Etant donné gu’il n’existe pas de nomenclature officielle pour distinguer le chitosane de
la chitine, on fait appel a la solubilité des polymeres pour les différencier [125] :

- la chitine est insoluble en milieux aqueux et dans des solvants organiques courants, mais se
solubilise dans le diméthylacétamide (DMAc) en présence de chlorure de lithium.

- le chitosane est soluble dans les solutions aqueuses d’acides dilués (acétique,
chlorhydrique par exemple).

Lorsque le chitosane est obtenu par réacétylation d’un chitosane de bas degré
d’acétylation (en solution), il s’agit d’un chitosane parfaitement statistique, et il reste
soluble en milieu acide dilué jusqu’a un degré d’acétylation (DA) proche de 65-70%. Lorsque
le chitosane est obtenu par désacétylation (a I'état solide) de la chitine, il s’agit d’un
polymére dont la distribution des unités acetylées et nonacetylées est plus hétérogene, et il
reste soluble pour un DA<40%. Le chitosane ne se définit donc pas uniquement par son DA.

Selon son origine et les procédés d’obtention mis en ceuvre, la masse molaire moyenne
en masse du chitosane de bas DA peut atteindre jusqu’a 600 000 g.mol™. De telles masses
sont intéressantes pour la réalisation d’hydrogels. On obtient ce type de polymére de haute
qualité a partir d’endosquelettes puisqu’ils ne sont pas associés a de la phase minérale. Il n'y
a alors pas de traitement acide susceptible d’induire une hydrolyse du polymére et une

dégradation.

Dans la perspective d’'une application en ingénierie tissulaire, nous allons nous intéresser
principalement aux propriétés biologiques du chitosane et a sa tres large utilisation dans le

domaine médical.

2. Propriétés biologiques du chitosane
Biocompatibilité

La non toxicité du chitosane a été démontrée chez le rat et la souris pour une utilisation
en tant qu’additif alimentaire et dans la formulation cosmétiques.

La dose létale LD50 est estimée & 1.5g.kg™ par voie orale chez le rat, & 10g.kg™* en sous-
cutané chez la souris, a 5.2g.kg™* en injection intra-péritonéale chez la souris et 3g.kg™ chez

le rat.
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Une seule étude menée chez le chien rapporte toutefois des cas d’anorexie et de
pneumonie fatale, pour une administration sous-cutanée de chitosane de l'ordre de

50mg.kg* et 150mg.kg™ respectivement [126].

Globalement, et pour des doses administrées raisonnables, la non-toxicité du chitosane

est admise [127].

Chatelet et al [128] ont étudié in vitro la cytocompatibilité du chitosane vis-a-vis des
fibroblastes et de kératinocytes. Il a été établi qu’un chitosane de faible DA favorise Ila

prolifération des kératinocytes

Biodégradabilité

La biodégradabilité d’'un biomatériau joue un réle important dans les performances a
long terme du dispositif, car elle affecte la prolifération cellulaire et la réponse de I’'héte.

Le chitosane est dégradé par le milieu vivant, principalement par des phénomeénes
d’hydrolyses enzymatiques et non enzymatiques, entre autre par le monoxyde d’azote (NO)
qui joue un role pivot dans I'immunodépression consécutive aux brilures graves [129,130].

Les lysozymes sont les principaux responsables de la dégradation enzymatique du
chitosane, en agissant sur les portions plus acétylés [131]. Les produits de dégradations
obtenus sont des oligoméres de chitosane, dont la distribution de taille est large et dont les
propriétés biologiques sont encore mal connues en fonction de la structure moléculaire.

La vitesse de dégradation du chitosane est fonction du DA qui joue également sur la
cristallinité des formes physiques solides et hydrogels. Ainsi le chitosane de faible DA
connait une vitesse de dégradation la plus lente in vivo (pouvant atteindre plusieurs mois)

tandis que le chitosane de DA élevé est dégradé rapidement [132-134].

Propriétés bactério et fongistatiques

L'une des propriétés conférant au chitosane un grand intérét pour les applications
médicales et agro-alimentaires est son activité antibactérienne et antifongique vis-a-vis d’un

large spectre de bactéries et champignons. Par exemple Aimin et coll. [135] ont montré que
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le chitosane peut réduire la vitesse de développement de l'infection dans le cas d’une
ostéomyélite induite expérimentalement chez des lapins par Staphylococcus aureus.

Le caractere bactériostatique du chitosane a été mis en évidence vis-a-vis de
nombreuses autres souches: Escherichia, Pseudomonas, et de champignons: Candida,
Fusarium, Saccharomyces, etc. [136,137].

Concernant le mécanisme d’action du chitosane, une hypothése est que la nature
cationique du chitosane interagit avec les résidus chargés négativement qui sont présents a
la surface de la membrane externe des bactéries [138] ; ceci conduit a une perméabilité de
la paroi cellulaire bactérienne [139] et donc a une fuite des composants intracellulaires.

Le chitosane possederait également la faculté de se lier spécifiquement avec certaines
macromolécules et formerait des liaisons avec les protéines et les électrolytes présents dans
le cytoplasme : il perturberait alors I'action de certaines enzymes et inhiberait la synthése
d’ARNm en se liant a I’ADN bactérien, aprés pénétration dans le noyau du microorganisme
[140]. Cette hypothese est toutefois plus controversée que celle basée sur I'interaction avec

la membrane externe.

Plusieurs auteurs rapportent que lactivité antibactérienne du chitosane est plus
importante vis-a-vis des bactéries gram-positives que vis-a-vis des gram-négatives
[136,137,141,142]. No et col. ont montré que les propriétés antibactériennes des
oligomeres sont plus limitées [137]. En ce qui concerne l'influence du degré d’acétylation,
Jung et col. ont observé que le chitosane de bas DA présente une activité bactériostatique
supérieure [136].

Le chitosane est décrit dans la littérature comme un floculant, capable d’agglutiner les
cellules microbiennes. Strand et al [143] ont montré que dans le cas d’Escherichia coli, plus

le DA est élevé, plus le pouvoir floculant est grand.

Propriétés bioactives

Dans le cadre de la cicatrisation des plaies, une question importante est a la réponse du
tissu hote lors de I'implantation de divers dispositifs a base de chitosane. En général ces
dispositifs ont été a l'origine de réactions semblables a celles observées en présence de
corps étrangers minimes, avec peu ou pas d’encapsulation fibreuse.
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Les étapes de cicatrisation s’enchainent normalement, il se forme un tissu de
granulation normal, et souvent on observe une angiogénése accélérée. Il a été décrit que le
chitosane et ses oligomeres stimulent la prolifération locale de cellules immunitaires et
finalement contribuent a I'intégration du tissu implanté dans le tissu hote [144].

Okamoto et coll. [107] ont montré a la suite d’expérimentations menées chez le chien,
que le chitosane agit sur toutes les étapes de la cicatrisation. Le premier role joué par le
chitosane est de favoriser I'hémostase. Les pansements hémostatiques a base de chitosane
sont d’ailleurs largement utilisés, le plus célébre étant sans doute celui proposé par le
laboratoire Hemcon : un composé d’un acétate de chitosane lyophilisé. Le chitosane stimule
ensuite la prolifération des fibroblastes et influe le comportement migratoire des
neutrophiles et des macrophages, ce qui a pour conséquence de modifier les processus de
reconstruction que sont la fibroplasie et la réépithélialisation [107,145].

Ueno et coll. [108] ont étudié I'influence de non-tissés de chitosane sur la cicatrisation
de plaies chirurgicales chez des chiens. La encore, il a été mis en évidence que le chitosane
favorise, dés le troisieme jour, l'infiltration des macrophages et des cellules inflammatoires,
et plus particulierement des polymorphonucléaires. Ces cellules vont produire un large
répertoire de substances pro-inflammatoires et de facteurs de croissance.

Cette étude a également montré que le chitosane favorise I’étape de granulation (entre
le 9°™ et le 15°™ jour) : en outre la quantité de collagéne Il dans les tissus reformés est

significativement plus importante pour les plaies soignées avec du chitosane.

Effet du chitosane sur les macrophages

Comme nous l'avons vu (figure 12), le chitosane est composé d’unités glucosamine
(GIcN) et N-acétyl-glucosamine (GIcNAc), or les macrophages expriment des récepteurs pour
le mannose et la GIcNAc. La fixation de la GIcNAc sur les récepteurs spécifiques est décrite
comme une condition préalable indispensable a 'activation des macrophages [146-149]. Les
macrophages jouent un role important dans le procédé de cicatrisation, leur activation
conduit a la libération d’un grand nombre de médiateurs biologiques (tels que des facteurs
de croissance) ainsi qu’a la phagocytose des corps étrangers [150].

Nishimura et coll [151] décrivent une stimulation de la production d’interleukine IL-1 par
les macrophages en présence de chitosane. La prolifération des fibroblastes et la synthése

de collagéne sont affectés par IL-1, IL-6 et TNF-a [150].

57



Par ailleurs Ueno et coll [152] ont observé que la production in vitro de TGF-B1 et PDGF
par des macrophages dérivés de monocytes humains est plus importante en présence de
chitosane. Ces résultats indiquent que, du fait de la production de ces facteurs de

croissance, le chitosane favorise la production de matrice extracellulaire.

Effet du chitosane sur les fibroblastes

La reconstruction du tissu conjonctif fait suite a la prolifération des fibroblastes et a la
synthése de matrice extracellulaire. Comme nous l'avons évoqué précédemment,
I"application de chitosane favorise le développement du tissu de granulation, et la synthése
d'une matrice extracellulaire riche en collagene. Ceci sous-entend que le chitosane participe
a la production de la matrice extracellulaire et a la prolifération des fibroblastes, de maniere
directe ou indirecte.

Mori et coll [153] d'une part et Ueno et coll [152] d’autre part ont montré
respectivement que lors de cultures in vitro de fibroblastes L929, la présence de chitosane
ne favorise ni la prolifération cellulaire, ni la production de matrice extracellulaire. Ceci
implique que, in vivo, la prolifération des fibroblastes, ainsi que la production de matrice
extracellulaire sont favorisées de maniere indirecte, par l'intermédiaire de médiateurs
biologiques tels que les facteurs de croissance, comme nous I'avons évoqué précédemment,

et non de maniére directe.

Effet du chitosane sur les kératinocytes

Chatelet et al [128] ont étudié l'influence du degré d’acétylation sur les propriétés
biologiques de films de chitosane. Au cours de cette étude il a été établi que quel que soit le
degré d’acétylation du chitosane utilisé, tous les films étaient cytocompatibles vis-a-vis des
fibroblastes et des kératinocytes. Il a également été observé que plus le degré d’acétylation
est bas, plus I'adhésion cellulaire sur les films est importante. Le faible DA semble également
favoriser davantage la prolifération des kératinocytes.

Toutefois, et de maniére un peu contradictoire, Denuziere et coll. [154] ont observé que
dans le cas de l'utilisation de chitosane de plus faible degré de polymérisation (DP=60), la
prolifération des kératinocytes en culture sur des films était inhibée pour des DA de 11% et

2.5%.
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3. L’utilisation du chitosane sous forme d’hydrogel

3.1 Définition d’'un hydrogel

On peut définir un gel comme «un réseau constitué de chalnes polymeres
interconnectées et gonflées par un solvant dont la concentration est supérieure a 90% »
[155].

Un gel ne doit pas se dissoudre dans son solvant, et ne doit pas fluer sous son propre
poids, méme apres plusieurs heures. On qualifie d’« hydrogels » les gels dont le réseau
polymére est gonflé par I'eau. Il faut toutefois différencier les gels hydrogels de type
chimique des hydrogels physiques.

L’hydrogel chimique se caractérise par la nature covalente des liaisons constituant le
réseau tridimensionnel. Du fait de la présence de ces liaisons covalentes, les hydrogels
chimiques ne sont ni thermoréversibles (retour a I'état liquide par chauffage impossible), ni
solvoréversibles (dissolution dans le solvant initial impossible). Les hydrogels chimiques sont
obtenus grace a l'utilisation d’agents réticulant comme le glutaraldéhyde, le glyoxal, le
diéthyl squarate et I'acide oxalique par exemple [156].

L'hydrogel physique quant a lui présente un réseau polymere dont les nceuds de
réticulation sont uniquement de nature physique, comme des liaisons hydrogénes, des
interactions de Van der Waals (liaisons hydrophobes), des interactions ioniques ou encore la
formation de zones cristallines. Ce type de liaison étant de plus faible énergie que les
liaisons covalentes, les hydrogels physiques sont souvent réversibles, selon les conditions de

température et de pH.

3.2 Cas des hydrogels physiques de chitosane

Nous nous intéresserons ici uniquement a la description des hydrogels physiques de
chitosane obtenus sans agents réticulants, puisque I'utilisation d’agents réticulants (souvent
toxiques) peut porter préjudice a la biocompatibilité finale du dispositif médical. De plus
I’élaboration d’hydrogels par la voie chimique ne permet pas de conserver la structure

physique du chitosane et donc ses propriétés biologiques.
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Comme nous l'avons déja évoqué, les hydrogels physiques résultent d’interactions
ioniques ou d’interactions plus faibles comme les liaisons hydrogénes ou encore des
interactions hydrophobes.

Ainsi il est possible d’obtenir des hydrogels de chitosane par réticulation ionique
(complexation) ou formation de complexes polyélectrolytes (figure 13). La réticulation
ionique du chitosane implique linteraction des groupes NH;* avec des anions ou des
molécules anioniques, par exemple les ions cobalt, sulfate [157,158], citrate [158], les anions
métalliques Mo(VI) [159,160] ou Pt(ll) [161] ou les molécules anioniques contenant des
groupes phosphates (beta-glycerophosphate [162], tripolyphosphate (TPP) [163-166] et
polyphosphate [163]). Cette technique de réticulation est principalement utilisée pour la
formation de nanoparticules destinées a la vectorisation et au relargage de principes actifs
[157,158,163,165,167]. La principale difficulté rencontrée est le suivi et donc le controle de
la réaction de réticulation, ce qui conduit a des propriétés structurales difficiles a maitriser.
Dans le cadre de la réticulation du chitosane par formation de complexes polyélectrolytes, la
nature des interactions est la méme, mais la réaction a alors lieu entre deux polyméres
chargés et dont les charges sont opposées. La formation du complexe est due au gain
entropique lié a la libération des contre-ions initialement associés a chacun des
polyélectrolytes. Les polyanions les plus utilisés pour la complexation du chitosane sont les
polysaccharides qui présentent un groupe carboxylique COO- (alginates [168], pectine [169],
xanthane, acide hyaluronique [170]) et tous les polysaccharides possédant un groupe sulfate
[171,172]. Le chitosane peut également former des complexes avec des protéines (le
collagene [173-175], 'ADN [176]), I'acide polylactique (PLA) ou encore certains polymeres
synthétiques. Cette technique permet dans la plupart des cas de préserver la
biocompatibilité et la bioactivité du systéme puisqu’elle ne fait pas appel a des catalyseurs

ou initiateurs pouvant étre toxiques.

60



Anions ou molécules

anioniques
/ Réticulation
ionique
Polycation @
Polyanion

Formation d’un complexe
polyélectrolyte

Figure 13 : obtention d’hydrogels par réticulation ionique (complexation a l'aide d’anions ou molécules
anioniques) ou formation de complexes polyélectrolytes entre polycations et polyanions.

D’autre part il est possible d’obtenir des hydrogels physiques de chitosane en modifiant
la balance des interactions hydrophiles/hydrophobes, grace a la modification de certains
parameétres physico-chimiques, notamment le potentiel électrostatique du polymeére [177].
Des hydrogels physiques de chitosane ont été ainsi obtenus sans agent réticulant par
Chaussard et al [178] en 2002. Plus récemment ce procédé de gélification a été optimisé par
Montembault et coll. [177] puis par Boucard et coll. [179]. La biocompatibilité et surtout la
bioactivité de ces systémes ont été largement étudiées et démontrées [180-182].

Le procédé d’obtention des hydrogels physiques de chitosane par cette voie sera décrit

plus en détails dans la partie « protocoles expérimentaux ».

3.3 Origine de l'activité biologique des hydrogels: concept de

leurre des milieux biologiques

L'intérét des hydrogels chimiques ou physiques est largement étudié dans la littérature,

en particulier pour les applications biomédicales et pharmaceutiques [183-186]. Les
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hydrogels sont des réseaux tridimensionnels hydrophiles capables d’absorber de grandes
guantités d’eau ou de fluides biologiques et qui ainsi ressemblent beaucoup au tissu vivant.

Les hydrogels destinés a I'ingénierie tissulaire doivent répondre a un certains nombre de
critéres pour promouvoir la formation d’un nouveau tissu. Ces criteres incluent d’une part
des parametres classiques d’ordre physique, tels que des propriétés mécaniques et un mode
de biodégradation adaptés; et des caractéristiques d’ordre biologique d’autre part, en
particularité une bonne biocompatibilité. La biocompatibilité fait référence a la capacité
d’un matériau a ne pas causer de dommages aux cellules adjacentes et a ne pas induire de
réponse défavorable. Ce type de réponse peut-étre par exemple une réponse inflammatoire
qui sera jugée défavorable si elle affecte la réponse immunitaire vis-a-vis des cellules de
I’'hote et des cellules transplantées (dans le cas de matériaux cellularisés). Pour cette raison
seront généralement préférés les polymeéres naturels qui se caractérisent par une
biocompatibilité adaptée, tandis que les polymeres synthétiques sont plus fréquemment a
I'origine de réponses biologiques défavorables.

Les hydrogels peuvent étre préparés de maniere a répondre a différents stimuli
biologiques, comme le pH, la force ionique ou la température. Dans le domaine de
I'ingénierie tissulaire, les hydrogels utilisés sont souvent des « scaffolds » dont la porosité
est de grande importance. En effet la taille moyenne des pores, leur distribution de taille, et
leurs interconnections sont des facteurs déterminants pour la diffusion des fluides, du
matériel cellulaire, voire d’éventuels principes actifs au travers du gel dans le cas de
systémes a relargage controlé.

Les hydrogels sont parfois difficiles a manipuler, ils peuvent étre fragiles du fait de
propriétés mécaniques faibles. Les propriétés mécaniques d’un hydrogels dépendent a la
fois de la rigidité initiale des chaines de polymere, du type et de la densité de réticulation
ainsi que de ses propriétés de gonflements. D’autre part, dans le cas des systémes
« scaffold », il est parfois difficile de procéder a la gélification aprés I'ajout de cellules ou de
principes actifs dans le milieu. Enfin un challenge reste sans doute I'étape de stérilisation,
car ces dispositifs sont souvent tres sensibles a un traitement stérilisant et deviennent
encore plus fragiles, et sont parfois complétement dégradés.

Toutefois la forme hydrogel présente de nombreux avantages dans le domaine de
I'ingénierie tissulaire :

- L'environnement aqueux protége les cellules et les principes actifs les plus fragiles
(peptides, protéines, etc.).
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- La diffusion des éléments nutritifs et des différents métabolites est facilitée, ainsi que
les échanges d’une maniére générale.

- Dans certains cas le gel peut étre injecté sous forme liquide et il gélifie ensuite a la
température corporelle.

- Les hydrogels montrent généralement une bonne biocompatibilité.

Les hydrogels physiques de chitosane présentent les qualités précitées et sont de ce fait
utilisés en ingénierie tissulaire. Différentes études ont conduit a considérer ces matériaux
comme des « leurres des milieux biologiques » [181], concept résumant trés bien I'intérét de
I'utilisation d’hydrogels dans le cadre des applications médicales, et dans le domaine de

I'ingénierie tissulaire en général.

Un matériau leurre des milieux biologiques doit répondre a deux critéres : étre un leurre
de part sa structure chimique, et étre un leurre physique de part son organisation

structurale.

Leurre chimique

Une molécule leurre des milieux biologiques, devra tout d’abord étre une molécule
biocompatible absente dans I'organisme des mammiféres. Toutefois elle devra étre
constituée (au moins partiellement) d'unités structurales présentes dans la matrice
extracellulaire des tissus vivants.

Le chitosane répond a ce premier critére puisque c’est une molécule qui n’est présente
dans la matrice extracellulaire d'aucun mammifére, mais dont la structure chimique se
constitue en partie d’éléments composants de la matrice extracellulaire (MEC) : les résidus
N-acétyl-D-Glucosamine ainsi que la liaison glycosidique de type B(1->4); tandis que le

fragment D-glucosamine est lui totalement absent de la MEC des mammiferes.

Leurre physique

Les tissus vivants sont constitués de polymeéres naturels (polysaccharides entre autres)
dont les chaines sont organisées en réseaux tridimensionnels fortement hydratés : ce sont
des hydrogels physiques. Ainsi il existe une similitude entre les tissus vivants et les hydrogels

de chitosane, du fait de leur organisation structurale et de leur forte teneur en eau.
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Nous I'avons vu, le chitosane est un polymeére de choix pour les applications médicales,
du fait de sa structure chimique et des propriétés biologiques qui en résultent. Toutefois ces
mémes réponses biologiques sont tributaires d’un certain nombre de parameétres, comme la
masse molaire, le degré d’acétylation, etc...

Mais la facon dont est mis en ceuvre le chitosane ainsi que la forme physique sous
laguelle il est présenté au milieu vivant ont également leur importance. L'utilisation
d’hydrogels est préconisée par différents auteurs pour I'ingénierie tissulaire pour leur bonne
biocompatibilité et leur structure tridimensionnelle fortement hydratée leur conférant un
caractere partiellement biomimétique. D’autre part les propriétés de tels matériaux sont

assez modulables et peuvent étre adaptées aux besoins thérapeutiques.

64



Cette partie bibliographique a montré la complexité de la structure cutanée et des
mécanismes de cicatrisation. Une prise en charge adaptée est primordiale pour la survie du
patient dans un premier temps, et pour s’assurer d'une reconstruction tissulaire
fonctionnelle et esthétique par la suite. L'étude de la bibliographie a notamment montré
que les brilures sont particulierement exposées aux risques d‘infections, et que celles-ci
peuvent avoir des conséquences graves sur la qualité du tissu reconstruit, voire sur le
pronostic vital du patient dans les cas les plus graves. Il y a donc un intérét a développer un
dispositif médical capable de limiter les infections et favoriser les différents aspects de la
cicatrisation.

Dans le cadre de brilures étendues, les greffes de peau sont plus difficiles a mettre en
ceuvre du fait du faible nombre de sites donneurs. On doit alors faire appels a des substituts,
temporaires ou définitifs, dans I'attente de la cicatrisation des sites de prélévements ou
dans l'attente des cultures cellulaires in vitro. Ces cultures cellulaires, qui n‘ont pas été
décrites dans ce manuscrit, font appel a des techniques complexes trés colteuses et
nécessitent la disponibilité d’'un grand nombre de personnels qualifiés. Ainsi l'intérét
présenté par les substituts cutanés artificiels, cellularisés ou non, est de plus en plus
reconnu.

Ces substituts font trés souvent appel aux biopolymeres en raison de leur bonne
biocompatibilité et de leur caractére plus ou moins biomimétique. Le chitosane est de ce fait
un bon choix dans le domaine de I'ingénierie tissulaire, entre autre pour sa capacité a agir

vis-a-vis de I'organisme comme un « leurre des milieux biologiques».

Le dispositif que nous allons décrire dans ce travail de thése est un hydrogel physique
bicouche de chitosane, qui répond a plusieurs des critéres énoncés précédemment puisqu’il
s’agit d’un pansement fortement hydraté permettant le maintien d’un milieu humide, facile
a manipuler et capable d’absorber les exsudats. Ces pansements sont destinés a la
cicatrisation de brillures et plaies profondes ainsi qu’a la cicatrisation des plaies secondaires
liées au prélevement de greffons. Leur utilisation en tant que matériau de recouvrement

provisoire dans I'attente de greffe semble également envisageable.

La suite de ce manuscrit concerne la technique de gélification utilisée ainsi que les
différentes expérimentations mises en ceuvre pour caractériser I'intérét biologique des

hydrogels physiques de chitosane pour la cicatrisation cutanée aprés briilures profondes.
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Chapitre 2 : démarche

expérimentale et protocoles
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Le travail de thése a débuté en Octobre 2006. Ce projet a vu le jour suite aux résultats
obtenus au laboratoire lors de la thése de N. Vizio-Boucard qui portait sur I'élaboration
d’hydrogels physiques de chitosane. Au cours de ces travaux le mécanisme de formation des
hydrogels physiques ainsi que leurs propriétés mécaniques ont été largement étudiés, et
une premiere étude in-vivo de cicatrisation a pu montrer que les hydrogels développés au
laboratoire permettent la reconstruction d’un tissu complexe proche du tissu natif. Bien que
les effets angiogéniques et inflammatoires des hydrogels aient été mis en évidence au cours
de ce travail, le mécanisme d’action et la nature des interactions biologiques n’ont pas été

identifiés.

L’objectif du second projet a donc été de procéder a de nouvelles expérimentations in-
vivo afin de confirmer I'intérét des hydrogels pour la cicatrisation cutanée apreés br(lure du
3°™ degré, a travers notamment une expérimentation animale de longue durée, permettant
d’étudier la qualité du tissu reconstruit a plus long terme. Enfin un autre objectif était
d’étudier les mécanismes biologiques mis en jeu lors de la cicatrisation en présence de
chitosane. En effet a la suite du travail de N. Vizio-Boucard, un certain nombre de questions
ont été soulevées : comment le tissu cicatriciel évolue-t-il dans I'année qui suit la brilure ?
Dans quelle mesure peut-on dire qu’il s’agit d’'un tissu de qualité, d’'un point de vue
mécanique notamment ? Et enfin N. Vizio-Boucard a observé que les hydrogels n’étaient
jamais colonisés par les cellules cutanées, quels mécanismes biologiques expliquent alors la

qualité du tissu reconstruit en présence de chitosane et selon quel type d’interactions ?

La premiere partie de la these s’est donc articulée autour d’une expérimentation animale
qui a duré une année compléte (E1). Cette expérimentation menée chez le porc nain nous a
permis d’étudier la cicatrisation de brilures du 3°™ degré en présence d’hydrogels
physiques bicouche de chitosane, avec pour plaies témoins les mémes brllures soignées a
I'aide de Tulle Gras. Ce travail a été rendu possible grace a la collaboration entre I'équipe du
LMPB/IMP pour I'élaboration des dispositifs hydrogels, celle du CRSSA (Yves Chancerelle et
Diane Agay) et celle de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon (Claude Carozzo, Didier Pin,

Thierry Roger) qui ont congu le protocole d’évaluation biologique et pris en charge les soins
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apportés aux animaux, la chirurgie, le suivi échographique et surtout I’étude histologique

des tissus natifs et reconstruits.

Dans le cadre de cette expérimentation, nous avons choisi d’étudier la qualité du tissu
cicatriciel d’un point de vue structural grace aux techniques de microscopie électronique en
transmission (MET), de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et enfin d’un point de
vue mécanique grace a des essais de traction in et ex vivo, réalisés également sous faisceau
synchrotron en ce qui concerne les études ex vivo.

Par ailleurs dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Benoit Chevalier, médecin en
chef au Laboratoire de Biologie Médicale de I'H6pital d’Instruction des Armées Desgenettes,
nous avons procédé a |'évaluation des propriétés antibactériennes du chitosane sous la
forme d’hydrogels tels que nous les avons utilisés au cours de cette étude. Ce travail a été
réalisé avec Mlle Lucie Enjalran dans le cadre de sa thése pour le diplome d’état de Docteur

en Pharmacie.

Une deuxieme expérimentation (E2) a été mise en place parallelement a la premiéere afin
d’optimiser le protocole d’étude de la peau sous faisceau synchrotron.

L’objectif était de valider le protocole expérimental, notamment I'influence du temps et
des conditions de conservation des prélevements. Ainsi nous avons choisi d’étudier ces
parametres au cours d’une étude de faisabilité (E2) menée sur un animal ne faisant pas
partie de notre étude de cicatrisation. Pour cela nous avons réalisés plusieurs séries de
biopsies sur le dos d’un jeune porc charcutier, et avons fait varier leurs conditions de

conservation avant de les observer sous faisceau.

Enfin I'étude des résultats obtenus au cours de |'expérimentation (E1) a motivé la mise
en place d'une troisieme et derniére expérimentation animale (E3), menée chez deux porcs
charcutiers. Il s’agissait cette fois d’étudier précisément les mécanismes d’action biologique
du chitosane au cours du premier mois de cicatrisation, afin d’établir un « scénario » des

interactions cellules/tissus-hydrogel de chitosane.
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Expérimentation E1 — cicatrisation long terme Expérimentation E3 —
5porcs nains Gottingen. cicatrisation court terme
; R.echerch.e 4 brllures région dorsales et lombaires
bibliographique Implantation d’hydrogels (témoin Tulle Gras) 2porcs charcutiers
10 plaies chirurgicales,
Durée 1an comblées hydrogels de
Familiarisation avec le chitosane

chitosane et sa Etude histologique et physico-

Expérimentation E2 e ) .
physico-chimie, chimique des gels implantés
1 porc charcutier

Faisabilité SAXS Durée 1 mois

Fabrication des
hydrogels physiques E1: Prélévement
de chitosane en
conditions stériles

cicatrices dorsales

Etude SAXS

Figure 14 : chronologie des expérimentations réalisées

Apres ces quelques rappels d’ordre chronologique, les différents protocoles ayant été

mis en place au cours du projet seront décrits précisément.

1¢re partie : élaboration des hydrogels de chitosane

La production d’hydrogels bicouches de chitosane est basée sur la combinaison de deux
procédés de gélification distincts (figure 15), précédemment mis au point au laboratoire
IMP/LMPB [1-3].

Le premier, que l'on appellera « procédé par voie hydroalcoolique », est basé sur
I’évaporation a une température de 50°C d’une solution hydroalcoolique de chitosane de
composition initiale eau/alcool 50/50 (% en masse). La différence de température
d’ébullition entre I'eau et le 1,2 propanediol (188°C) conduit a I'évaporation de I'eau en
premier lieu. La présence d’alcool diminue la constante diélectrique du milieu ce qui a pour
effet de modifier la balance hydrophile/hydrophobe de la solution. La perturbation du milieu
favorise la formation de liaisons hydrogene et hydrophobes entre les chaines, conduisant a
la formation d’un réseau physique tridimensionnel, neutralisé par la suite a I'aide de vapeur
d’ammoniac. Le gel obtenu est alors stable et peut-étre lavé a I'eau afin d’éliminer les

résidus d’ammoniac et de sels, pour ne contenir au final que du chitosane et de I'eau.
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Le deuxieme procédé que I'on appellera « procédé par voie aqueuse », consiste a mettre
en contact une solution aqueuse de chitosane avec des vapeurs d’ammoniac. La gélification
est obtenue du fait de la modification de I'état d’ionisation du polymeére, puisque les charges
limitent les associations inter-chaines et favorisent la solubilité. Sur le plan du mécanisme, la
gélification est due a la formation de nano-objets obtenus a partir d’interactions
hydrophobes [4]. La formation de ces nano-objets ne peut cependant conduire a la
formation d’un gel, c'est-a-dire a un ensemble de particules enchevétrées, que si la
concentration en polymére dépasse une certaine concentration : au dessous d'un certain
seuil, on forme un précipité donc les caractéristiques mécaniques sont trés faibles, ou

encore un colloide dont les applications dépassent le cadre de ce travail.

Photo : Oram Dannreuther — OSD studio

Figure 15 : Hydrogels physiques de chitosane obtenus par la voie hydroalcoolique (a) et aqueuse (b)

1. Purification et stérilisation du chitosane

Nous avons utilisé du chitosane issu de plumes de calamar (Mahtani, lot 113). Afin de le
purifier, il a été dissout (0.5% en masse) en présence de la quantité d’acide acétique
nécessaire a la protonation stoechiométrique des sites —NH,. La solution obtenue a été
filtrée sur des membranes de filtration Millipore (3, 1.2 et 0.45um). Le polymere est ensuite
précipité par I'addition d’ammoniaque concentré a 28% en masse. Apres plusieurs cycles de
lavages/centrifugations jusqu’a I'obtention d’un pH neutre, le chitosane est lyophilisé. Le
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produit obtenu est un chitosane de bas DA (1.5%) et de haute masse moléculaire (Mw
proche de 500 000 g.mol™ +/-50 000 g.mol ™) dont la teneur en eau est d’environ 9% w/w +/-
1%.

Destinés a étre implantés sur des plaies chirurgicales, les hydrogels de chitosane doivent
étre soumis a un traitement stérilisant. Les principaux procédés de stérilisation employés
pour les dispositifs médicaux et pharmaceutiques sont la chaleur séche, la vapeur d’eau,
I'oxyde d’éthylene et le rayonnement gamma. Lim et col. ont montré que la stérilisation par
chaleur séche diminue la solubilité du chitosane, phénoméne également observé apres une
stérilisation a la vapeur, et accompagné dans ce dernier cas d’une chute importante des
propriétés mécaniques des membranes de chitosane testées[5]. Par ailleurs Lim et coll. ont
conclu a la suite d’une autre étude que les rayons gamma, en dépit d’'un grand nombre de
ruptures de chaines polymeres et d’'une importante dégradation des propriétés mécaniques,
constitue le meilleur procédé de stérilisation pour le chitosane[6]. Ces conclusions sont en
contradiction avec celles de Rao et coll. et celles de Jarry et coll. qui préconisent la méthode
de stérilisation a la vapeur d’eau.

Plusieurs auteurs décrivent un jaunissement du chitosane lors de stérilisation a la vapeur
ou aux rayons gamma [7,8].

Les avis divergent concernant le meilleur procédé pour stériliser le chitosane, mais il faut
garder a |'esprit que dans le cas de la stérilisation d’un dispositif médical, la biocompatibilité
et la non-toxicité sont des propriétés qui doivent étre absolument préservées. Or I'oxyde
d’éthylene est un produit dangereux, toxique et son utilisation peut conduire a la
contamination du matériau par des résidus d’oxyde d’éthylene. D’autre part les rayons
gamma induisent des modifications structurales importantes, notamment la rupture des
chaines polymeres au niveau de la liaison Bis4. Il @ été montré que l'irradiation gamma
conduit a une diminution du DA, ce qui implique une rupture au niveau des groupes
acétyles, conduisant a une dégradation significative du chitosane, et donc a une modification
de ses propriétés biologiques. Cette technique entraine une chute de la masse molaire telle
gue la formation d’hydrogels n’est plus possible.

La technique que nous avons donc choisie pour nos dispositifs implantables est la

stérilisation a la vapeur d’eau, en autoclave. Afin de limiter la diminution de la masse molaire
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du chitosane dans le cadre de la fabrication des hydrogels, nous avons choisi de stériliser le
chitosane sous sa forme lyophilisée initiale (apres purification), d’apres les résultats obtenus
par Boucard et coll. qui ont montré que la masse molaire était plus affectée par le processus
de stérilisation lors de la stérilisation des solutions et des gels de chitosane que lors de la
stérilisation de la forme solide[9]. Le chitosane lyophilisé a ainsi été placé dans des sachets,
en double-emballage, puis soumis a un cycle d’autoclave de 20minutes a 121°C, comme

préconisé par Boucard et coll.

L'ensemble du matériel et des instruments nécessaires a la fabrication des hydrogels a
également été stérilisé par autoclave avant d’étre introduit sous une hotte a flux laminaire.
La stérilité du systeme est ensuite garantie par le flux laminaire tout au long des étapes de

fabrication.

2. Procédé de fabrication des hydrogels bicouches

Une solution aqueuse de chitosane concentrée a 3% en masse est préparée sous la hotte
a flux laminaire a partir du chitosane précédemment purifié et stérilisé, d’eau permutée
stérile et de la quantité d’acide chlorhydrique (37% en masse) nécessaire pour atteindre la
protonation de tous les sites —NH,. La dissolution est compléte aprés 8 heures sous agitation.

On obtient alors une solution hydroalcoolique de chitosane en ajoutant du 1,2-
propanediol a cette solution aqueuse, avec un ratio 1/1. Lorsque la solution hydroalcoolique
est homogene, celle-ci est versée dans une boite de Pétri puis placée a I'’étuve a 50°C. Apres
environ 48h, I’eau contenue dans le mélange est complétement évaporée (ce qui correspond
a une chute de masse de 50%), et on obtient alors un gel alcoolique.

La seconde couche du systéeme est obtenue par I'ajout sur ce gel alcoolique d’une
solution aqueuse de chitosane (3% en masse), obtenue comme précédemment par
dissolution du chitosane dans une solution aqueuse d’acide chlorhydrique.

Finalement on place la boite de pétri contenant les deux couches dans une atmospheére
chargée en vapeur d’ammoniac, capable de diffuser a travers la solution d’une part et
I'alcogel d’autre part. Ceci conduit a la gélification de la couche aqueuse et a la

neutralisation des fonctions amines libres. (figure 16)
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Plusieurs lavages du gel bicouche a I'eau permutée stérile permettent alors d’éliminer le
propanediol, le chlorure d’ammonium formé et I’exces d’ammoniaque.

Le dispositif final obtenu est composé de deux couches ne contenant que du chitosane et
de l'eau. La couche obtenue par voie hydroalcoolique confere au systeme de bonnes
propriétés mécaniques et une réserve d’eau tandis que la seconde couche, plus souple,
jouera le réle d’interface bioactive avec la plaie. L’assemblage des deux gels est assuré par
I'interdiffusion des chaines polymeéres entre la solution et le gel alcoolique, en effet au
contact de la solution, une partie de l'alcogel se dissout sous forme de solution
hydroalcoolique.

Les hydrogels bicouches ainsi produits (figure 17) sont ensuite conservés dans des

flacons stériles d’eau permutée jusqu’a I'implantation.

Solution aqueuse de

chitosane (3%) \

‘ ki ‘ ‘ — ‘ ‘
—_— I
| | | | | |
Solution hydro- Evaporation complete de I'eau
alcoolique (50/50%) Gel alcoolique polyelectrolyte l
eau/1,2-propanediol
(C=1.5%)

| |
I

Ammoniac 28%

Figure 16 : Fabrication d’un hydrogel bicouche de chitosane

Photo : Oram Dannreuther — OSD studio

Figure 17 : hydrogel physique bicouche de chitosane. (a): phase destinée a étre en contact avec la plaie, (b):

couche externe
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3. Evaluation des propriétés antibactériennes des

hydrogels

Bien que les propriétés antibactériennes du chitosane soient largement documentées
dans la littérature du fait de ses nombreuses applications dans les domaines
pharmaceutique, agro-alimentaire et biomédical, le plus souvent les études sont conduites
en solution, et donc dans des conditions de pH acide. Il est donc délicat de savoir si I'activité
antibactérienne observée est-elle due au chitosane lui-méme ou a l'acidité du milieu.
Pourtant il s’agit la d’une information de grande importance dans le cadre du
développement d’un dispositif cicatrisant pour le soin des brilures. En effet les brulés sont
des patients susceptibles d’étre trés rapidement infectés et de fagon massive du fait de la
disparition de la couverture cutanée jouant un réle essentiel de barriere, et aussi du fait de
I'immunodépression sévére qui se développe.

Il nous est donc apparu important d’évaluer in vitro cette activité dans des conditions de
pH proches de la neutralité, conditions dans lesquelles nos hydrogels sont stables.

Les bactéries peuvent étre cultivées en milieux liquide et solide. Les milieux liquides sont
utilisés pour la culture de bactéries pures ou lors d’infections microbiennes (culture dans un
bouillon nutritif ou encore a partir du sang d’un patient par exemple, on parle alors
d’hémoculture). Les milieux solides ou semi-solides, a base d’agar (gélose), sont utilisés pour
I'isolement et le comptage. Dans ces milieux sont ajoutés des nutriments favorisant la
croissance des bactéries étudiées.

Afin de procéder a une culture bactérienne en milieu liquide et a pH proche de la
neutralité, nous avons choisi de travailler a partir de broyats d’hydrogels, dispersés dans le

milieu de culture. Ainsi I’effet bactériostatique évalué est celui des dispositifs eux-mémes.

3.1 Choix du milieu de culture

Un milieu de culture est composé d'un mélange de substrats nutritifs (acides aminés,
peptides, sucres, etc), d'un systéme tampon pour éviter les variations importantes du pH, de

sels minéraux et de vitamines. Il est possible d'ajouter des facteurs de croissance.
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Le milieu de culture qui a été choisi est le bouillon de culture Brain-Heart. Il s’agit d’un
bouillon d’usage courant qui convient a la culture de germes exigeants. Il est composé
principalement d’infusion de cervelle de veau (12.5 g.L'™!), d’infusion de coeur de boeuf
(5.0g.L™"), de protéose-peptone (10.0g.L’), de glucose (2.0 g.L'!), de chlorure de sodium
(5.0g.L™"), de phosphate disodique (2.5 g.L™") et d’eau. Le pH du milieu est de 7.4 (+/- 0.2).

Les infusions d’organes sont riches en éléments nutritifs, permettant une croissance
rapide des bactéries. L'apparition d’une turbidité dans ce milieu, initialement limpide et

légérement brunatre, témoigne en général d’une croissance bactérienne.

3.2 Préparation des broyats d’hydrogels

Les dispositifs implantés au cours des expérimentations (E1) et (E3) sont des hydrogels
bicouches de chitosane. La couche de gel en contact avec la plaie étant un hydrogel obtenu
par la « voie aqueuse », nous avons choisi dans le cadre de I'étude bactériologique de
travailler avec une dispersion d’hydrogel obtenu par ce procédé.

En pratique, nous avons procédé comme décrit précédemment : une solution aqueuse
de chitosane a 3% en masse de polymeére a été préparée en conditions stériles a I'aide de la
guantité stoechiométrique d’acide chlorhydrique nécessaire a la protonation des sites —NH,
et donc a la complete dissolution du chitosane. Cette solution concentrée a ensuite été
placée dans une atmosphére saturée en vapeur d'ammoniaque. Les gels obtenus ont ensuite
été lavés plusieurs fois a I'eau permutée stérile afin d’éliminer I'exces d’ammoniaque ainsi
que les sels résiduels de chlorhydrate d’ammonium.

Toujours sous hotte a flux laminaire et a I'aide de matériel stérile, nous avons procédé a
la dispersion de broyats d’hydrogels dans le milieu Brain-Heart précédemment décrit.

4g d’hydrogels ont été broyés dans 12mL de milieu de culture a I'aide d’un disperseur
Polytron® PT 2100 (KINEMATICA), équipé d’une tige de dispersion S25N-18G (IKA). On
atteint ainsi une concentration finale en chitosane de 1% en masse dans le bouillon.
L'opération a été répétée 30 fois, de maniere a obtenir au total 40 tubes de culture

contenant 9mL de dispersion.
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3.3 Choix des bactéries

Nous avons choisi d’étudier des bactéries rencontrées couramment et pouvant donc
constituer des pathogenes potentiels lors de plaies ou de brilures profondes : Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa (Gram -) d’une part, Staphylococcus aureus et Enterococcus

faecalis (Gram +) d’autre part.

Escherichia coli (souche CIP 7624)

Egalement appelée colibacille, il s’agit d’une bactérie du tube digestif des mammiferes
trés communes chez I'étre humain. C'est une bactérie commensale, c'est-a-dire que I'h6te
lui fournit sa nourriture sans contrepartie mais toutefois sans préjudice, qui peut étre
cependant a l'origine de diverses pathologies, tant chez 'lhomme que chez I'animal

(diarrhées, gastro-entérites, infections urinaires, méningites, septicémies,...)

Pseudomonas aeruginosa (CIP 76110)

Pseudomonas aeruginosa, ou bacille pyocyanique, est un saprophyte de 'environnement
(c'est-a-dire une bactérie qui se nourrit de matiere organique en décomposition), vivants
dans les sols et les milieux humides (robinets, bouchons,...). Elle est pathogene et trés
résistante, une des plus difficiles a traiter cliniquement et de plus en plus souvent
responsable de maladies nosocomiales, qui s’averent mortelles dans le cas de patients
immunodéprimés.

Les formes de pathologies qu’elle engendre sont diverses : infection de I'ceil et des plaies
(surtout s’il s’agit de brilures ou de plaies chirurgicales), méningites, surinfection des
bronches dans la mucoviscidose. Elle induit facilement des infections systémiques chez les

personnes immunodéprimées et chez les victimes de brllures.

Staphylococcus aureus (souche ATCC 7625)

Plus connue sous le nom de staphylocoque doré, c’est une bactérie commensale de la
peau et des muqueuses. Elle se révele étre un pathogéne opportuniste dans certaines
circonstances, et trés invasif (multiplication rapide et dissémination dans I'organisme

pouvant conduire a une septicémie). Elle agit également par libération d’'une ou plusieurs
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toxines (hémolysine, leucocidine, exfoliatine, enterotoxine,..) lors d’intoxications
alimentaires par exemple.

C'est un germe responsable de la suppuration, qui a la capacité de développer des
résistances aux antibiotiques, de ce fait il partage avec Pseudomonas aeruginosa le premier

role dans les infections hospitalieres.

Enterococcus faecalis (souche CIP 103214)

C'est une bactérie commensale du tube digestif des mammiferes pouvant causer des
infections mortelles. Son haut niveau de résistance naturelle aux antibiotiques la rend
dangereuse, particulierement en milieu hospitalier.

E. faecalis peut causer des endocardites, des infections de la vessie et de la prostate.

Ces quatre souches bactériennes ont été choisies en raison de leur caractéere pathogene
pouvant étre responsable d’infections dans le cas de plaies ou brllures profondes. On notera
que P.aeruginosa, saprophyte de I'environnement, et S.aureus, commensale de la peau sont
responsables de suppuration si elles sont présentes dans une blessure. E.coli et E.faecalis
étant des bactéries du tube digestif, la contamination des plaies par ces pathogenes est
moins fréquente dans la vie de tous les jours mais pourrait étre représentative de conditions

de vie ol les conditions d’hygiéne ne peuvent étre maintenues.

3.4 Protocole mis en ceuvre

Il faut distinguer deux étapes dans le protocole réalisé :
- la culture des souches bactériennes

- la numération, a différents temps de culture

Culture des souches bactériennes

Quelques colonies de bactéries provenant d’une culture fraiche des quatre souches ont
été mises en suspension dans un bouillon Brain-Heart. La croissance bactérienne en milieu

adapté et non renouvelé en nutriments se déroule en six phases, décrites par la figure 18.
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Log (nombre de bacteries) o 1 Phase de latence : croissance nulle,

accoutumance des bactéries au milieu

2 Augmentation de la vitesse de
croissance

3 Phase de croissance exponentielle
(quelques heures)

4 Diminution de la vitesse de
croissance : épuisement des nutriments
et accumulation des déchets dans le
milieu

5 Phase stationnaire : taux de
croissance nul et taux de division égal
au taux d’autolyse

Temps d'incubation

6 Déclin : ressources épuisées, le
nombre de bactéries diminue

Figure 18 : Courbe de croissance bactérienne en milieu liquide adapté et non renouvelé.

L’ajustement des différents inoculums 3 6.8 10’ bactéries/uL est fait par photométrie
(0.5 unité de MacFarland). Aprés une incubation de 18h a 37°C, les bactéries se trouvent en
phase de croissance exponentielle. Un inoculum bactérien prélevé au cours de cette phase
et ensemencé dans un milieu neuf croit sans aucune phase de latence.

Les tubes tests et les tubes témoins ont alors été constitués en ajoutant 1mL de cet
inoculum en phase de croissance a:

- 9mL de dispersion de gel de chitosane préalablement préparée,

- 9mL de bouillon Brain-Heart, pour les tubes témoins.

Les tubes ont ensuite été placés a I'étuve a 37°C, et on a procédé a une numération
bactérienne des tubes témoins, a Ty, afin d’apprécier la concentration bactérienne initiale
dans le milieu. On notera que la concentration en bactérie est initialement la méme dans les
tubes tests et les tubes témoins puisque chacun des tubes a recu la méme quantité
d’inoculum pour le méme volume de milieu de culture).

On procedera a nouveau a une numération bactérienne aprés 3, 6, 24 puis 48 heures

apres To, ceci pour les tubes tests et les tubes témoins. L'objectif est de comparer les

concentrations bactériennes et les cinétiques de croissance entre les deux milieux.
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Numération bactérienne

La numération se fait sur milieu gélosé. Les géloses TSA (Trypticase Soja Agar)
contiennent du soja (5g.L™), du tryptone, du chlorure de sodium (5g.L™) et de la gélose
(15g.L'Y). Le pH final est de 7.3 +/-0.2 4 25°C. Aprés préparation, les géloses sont stérilisées.

Pour la numération il est nécessaire de préparer une gamme de dilution, de 10 en 10
jusqu’a 1072, 10uL de chaque dilution des tubes témoins et des tubes tests ont été prélevés
a l'aide d’une oése calibrée puis ensemencés en strie de 5cm sur les géloses TSA (figures 19
et 20). Les géloses ensemencées sont ensuite placées a I'étuve a 37°C pendant 24heures

avant de procéder a la lecture des résultats.

Gélose TSA

Tube témoin OU tube test

Dilution au 10

A

Dilution au 107

Dilution au 107

Dilution au 10

Dilution au 10

Figure 19 : Schéma d’ensemencement pour la numération bactérienne

Figure 20 : ensemencement en stries
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2¢eme partie : étude a long terme de cicatrisation apres

brilure profonde (E1)

Cette étude a été menée sur 6 porcs nains (race Gottingen) fournis par Ellegaard
(Dalmose, Danemark). Il s’agissait de femelles d’environ 20kg a leur arrivée. Au cours des
deux premiéres semaines suivant leur arrivée, les truies furent mises en quarantaine et
manipulées quotidiennement pour minimiser le stress occasionné au cours des soins
ultérieurs.

Les animaux ont été hébergés dans des stabulations individuelles, en accord avec la
législation prévue par le Ministere de I’Agriculture.

Le but de cette expérimentation était d’évaluer le processus de cicatrisation en présence
d’hydrogels bi-couches et la qualité du tissu cicatriciel a long terme apres brilure profonde.

Avant la réalisation des br(lures, les porcs nains ont recu une prémédication au
Vetranquil® (0.1mL/kg) vingt minutes avant de recevoir une injection intramusculaire
d’Imalgene-Rompun’ (10mg/kg ketamine + 2mg/kg xylazine).

L’anesthésie a été maintenue par voie gazeuse (Isoflurane 2.5%, 100% O,).
On a alors procédé au tatouage des animaux, afin de matérialiser les z6nes a brller et de

suivre de maniére plus précise la rétraction des plaies au cours de la cicatrisation. (figure 21)

| Tatouage a4 mm,

l l 4}/ parage 42 mm
= all

Figure 21 : Schéma du tatouage des animaux (gauche) et photographie du porc 1 apres

tatouage.
Sous anesthésie profonde, quatre brilures (5cm x 5cm) ont alors été réalisées sur le dos

de chaque animal : 2 brllures en zone thoracique, 2 brilures en zone lombaire. L’obtention
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de brilures du troisieme degré a été assurée par I'application, a sec, d’un bloc de laiton de
section 5x5cm chauffé a 100°C et comportant un dynamomeétre intégré permettant

d’appliquer une force de 80N pendant 30 secondes. (figure 22)

Figure 22 : Réalisation des briilures a l'aide d’un dispositif composé d’un bloc de laiton chauffé a 100°C et

d’un dynamomeétre permettant I'application d’une force de 80N pendant 30 secondes.

Cette procédure permet I'obtention d’une brilure profonde, affectant toutes les couches
de la peau, mais préservant I'intégrité des muscles sous-jacents. L’analgésie a été garantie
par une injection immédiate, apres les brdlures, de 10mg de morphine (Morphine
Aguettant™®) et par la mise en place d’un patch a diffusion progressive (50pg/h) de Fentanyl
(Durogesic''®), remplacé tous les trois jours pendant les vingt premiers jours.

Une étude histologique des zones brilées a permis d’établir que le tissu était nécrosé en
profondeur (figure 23). En effet dés les premiéres minutes suivant I'application du fer, toutes
les couches de I'épiderme ainsi que le derme superficiel sont entierement détruits, et on
observe que le derme profond subit également les effets de la brllure : les cellules du
follicule pileux visible sur cette image sont partiellement détruites, laissant apparaitre a

I'image des espaces blancs.
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Figure 23 : Photographie de la peau du porc 3 juste apres la brilure (gauche) et histologie du tissu brulé
juste apres l'application du fer (droite). Les différentes couches de l'épiderme au derme profond sont
endommagées.

Deux jours aprés les brllures, et sous anesthésie générale, on a procédé a la compléte
escarrectomie des tissus nécrosés (Figure 24). Deux types de soins ont été mis en place sur
les plaies de maniere aléatoire, pour assurer une évaluation en double aveugle de
I’avancement de la cicatrisation. Deux plaies ont été couvertes par du Tulle Gras (témoins) et
les deux plaies opposées (selon I'axe du rachis) ont été comblées par des hydrogels
physiques de chitosane bicouches.

Ces deux types de dispositifs ont été maintenus a I'aide d’un film polyuréthane adhésif et
respirant (Opsite). Enfin, des compresses stériles, une bande velpo et une bande Elastoplaste

ont été utilisées pour protéger 'ensemble du pansement.
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Figure 24: (a) Escarrectomie du tissu nécrosé, (b) implantation des hydrogels de chitosane, (c) réalisation des

pansements secondaires a 'aide de bandes velpo et de bandes Elastoplaste.

Dans le cas du Tulle Gras, les bandages ont été changés tous les deux jours et les tulles
gras remplacés tous les deux jours tant que les plaies étaient suintantes, puis une fois par
semaine. Dans le cas des implants hydrogels, seules les compresses et les bandes ont été
changées. Aprés la complete épithélialisation (soit apres 30 jours environ), les gels n’étaient
plus en contact avec un milieu humide, ils se sont desséchés sans adhérer et sont tombés
d’eux méme. Nous avons alors laissé les cicatrices a I'air libre, dés lors que I'épiderme n’a
plus semblé «fragile». Les gels desséchés ont alors été collectés pour des analyses

ultérieures.
1 Suivi clinique

Outre le controle du poids et de |'état général des animaux, durant les 12 mois

d’expérimentation un suivi longitudinal a été mis en place, consistant en un relevé
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systématique de la morphologie des cicatrices grace a des calques et des lors de chaque
pansement, puis tous les 30 jours. Ces calques nous ont permis d’évaluer la contraction des
cicatrices tout au long de I'étude.

D’autre part nous avons procédé a la mesure des pertes insensibles en eau (PEl), grace a
deux appareils : TeWaMeter et Vapometer (figure 25). En effet la mesure (non invasive) de
cette grandeur traduit les propriétés barriéres de la peau : toute augmentation de cette
valeur correspond a une augmentation potentielle de la perméabilité cutanée.

Les appareils choisis utilisent le principe de la mesure du gradient de vapeur d’eau
s’établissant dans une couche de 10 mm d’épaisseur au-dessus de la surface cutanée. Ces
mesures nécessitent de se trouver dans des conditions environnementales particulieres
(température ambiante et humidité relative controlées), ce qui a conduit a une grande
variabilité des mesures. Les résultats obtenus lors des mesures effectuées sur la peau saine
et les cicatrices (quelque soit le soin appliqué) ne sont pas significativement différents et

assez peu reproductibles, ils ne seront donc pas présentés dans ce mémaoire.

Figure 25 : Mesure des pertes insensibles en eau a I'aide d'un TeWaMeter (a) et d’un Vapometer (b)

2 Etude histologique des tissus

2.2 Protocole de préparation des lames histologiques

La premiere étape de la préparation des échantillons avant une étude d’histologie est la

fixation. Elle permet de préserver les structures dans un état semblable a celui observé dans
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le tissu vivant. Cette étape a été réalisée a I'aide de formol a 10% tamponné. Le formol
permet de conserver longtemps et sans détérioration les échantillons.

Ensuite il faut déshydrater les échantillons, et remplacer I'eau par de la paraffine. Pour cela
on doit utiliser un agent intermédiaire : en effet I'eau et la paraffine n’étant pas miscibles,
I'opération ne peut étre réalisée en une seule étape. Le produit utilisé pour notre étude est
un mélange d’alcool appelé OTTIX dont la composition n’est pas disponible. Une fois cette
étape d’'imprégnation terminée, on procéde a l'inclusion proprement dite dans la paraffine.
Le bloc obtenu est ensuite prét a étre coupé au microtome. Les coupes sont ensuite étalées
(déplissées) et collées sur une lame.

Afin que les colorants puissent pénétrer les échantillons, il faut en retirer la paraffine. C'est
I'OTTIX, solvant de la paraffine préalablement utilisé, qui permettra d’éliminer la paraffine.
Les échantillons peuvent alors étre réhydratés: en effet la plupart des colorants étant
utilisés en solution aqueuse, le solvant alcoolique doit étre complétement remplacé par de
I'’eau. Cette opération délicate doit se dérouler lentement car dans le cas contraire le
prélévement pourrait étre endommagé par un éclatement cellulaire.

Apres 'étape de coloration, on déshydrate a nouveau |’échantillon, grace a un bain d’alcool
a 95° puis de nouveaux bains d’OTTIX. Cette étape est réalisée de maniere beaucoup plus
rapide que les précédentes pour limiter une perte de la coloration.

Enfin on procéde au montage des lames, qui consiste a fixer une lamelle sur la lame, a 'aide
d’une résine miscible avec le solvant alcoolique.

Les coupes sont alors protégées mécaniquement et les colorants sont protégés du pouvoir
oxydant de l'air ambiant. On peut alors les manipuler facilement et procéder a leur

observation microscopique.

La technique de coloration choisie est une technique de routine pour I'étude des tissus
conjonctifs : I'Hémalun-Eosine. On obtient des coupes histologiques avec des noyaux colorés
en bleu, les cytoplasmes et les fibres colorées en rose, les érythrocytes colorés en rouge.
Pour l'observation de coupes immuno-histologiques, différents immuno-marqueurs

spécifiques ont également été utilisés, en voici la liste :
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Immuno-marqueurs Spécificité
PAS Lames basales
AE1-AE3 Cytokératines
Ki 67 Cellules en division (Indice de multiplication)
Bla36 Cellules dendritiques
CD3 Lymphocytes T
HM57 Macrophages
Protéine S100 Cellules de langherans, cellules dendritiques, cellules de Schwann
Facteur VIII Cellules endothéliales
Collageéne IV Lames basales, vaisseaux

2.3 Choix des prélevements a étudier

L’étude histologique des tissus a été réalisée en fin d’expérimentation, sur des prélevements
réalisés au biopunch, en zone saine, et au centre des cicatrices.

Une approche originale dans ce travail a été de s’intéresser non seulement aux tissus
mais aussi aux matériaux ayant servi a la cicatrisation. Ainsi nous avons conservés les gels
implantés aprés que ceux-ci se soient décollés des plaies et avons entreprit I’étude de leur
composition.

Cette caractérisation des matériaux est compliquée par les exsudats, le sang et les
différentes protéines ayant été sorbés au cours des premiéres semaines de cicatrisation.
Nous avons cherché dans un premier temps a évaluer une éventuelle dégradation des
matériaux, se traduisant entre autre par une chute des masses molaires, et pour cela nous
avons fait appel a la chromatographie d’exclusion stérique.

Ces matériaux ont été étudiés en histologie, selon le méme protocole que les tissus

prélevés.

102




3. Etude des propriétés mécaniques des tissus

3.1 Test de traction in vivo

Une machine de traction spécifique a été mise au point au sein du laboratoire pour

procéder a |'étude des propriétés mécaniques du tissu cutané in vivo, de maniére non

invasive. Ces essais d'extensions cutanée on été réalisés grace au montage de la figure 26. Ce

dispositif comprend une micromachine d'extension mécanique et un mécanisme de patins

déportés sur un dispositif de distraction. En effet, pour éviter les efforts de flexion sur le

capteur de force, un systeme de tringle / douille a billes est utilisé pour guider le

déplacement des patins.

/

1 Plague support Dural

2 Traverse Fixe 4 Inox

3 Bride de force Inox

4 | Axes @12 Acier

5 Traverse mobile Inox

6 Capteur force HBM 1kN U2B
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7 Contre-écrou Inox

8 Bride attache mors Inox

9 Traverse fixe a palier Inox

10 | Capots pour traverses Inox

11 | Traverse support réducteur Inox

12 | Mors Inox

13 | Vis a galets satellites INA série RGT @ 12

14 | Clavette @ 6 Inox

15 | Douille a bille @ int 12 Bosch Rexroth RO600 012 00
16 | Support noyau LVDT Dural

17 | Support capteur LVDT Sensorex course 100mm

Figure 26a : micromachine d’extension mécanique

1 | Axe (Inox)

> | Support d'arbre SKF
ref. 2201481

3 | Douille a bille SKF

1\
i1 ref. 2203105
A\ :
%% \‘ Bague fendue (Dural)
11 |
ag\/(\\ > | Tiges (Dural)
\\ ® | Patins (Dural)
\
P 7 | Attaches (Dural)

-
o
L

Figure 26b : mécanisme de patins déportés se fixant sur les mors de la micromachine
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Figure 26¢ : Géométrie des patins métalliques, cotes en mm.

Les deux patins métalliques sont collés sur la peau de I'animal, grace a une colle
cyanoacrylate (Loctite Super Glu 3) a une distance de 10mm l'un de I'autre. Le dispositif est
équipé d’une cellule de 100N et d’un capteur de déplacement LVDT de marque Sensorex
avec une course maximale de 10cm.

Lors de chaque essai, on procéde a deux cycles successifs de charge/décharge a une
vitesse de 2mm/min, jusqu’a une contrainte maximale de 10N pour éviter une modification

structurale trop importante de la peau.

Ces tests ont été réalisés aprés un an de cicatrisation, avant I'’euthanasie des animaux,

sur les sites cicatriciels et sur des zones saines situées a proximités des zones brdlées.

3.2 Test de traction ex vivo

Pour compléter I'’étude mécanique des tissus, nous avons procédé, avant |'euthanasie
des animaux, au prélevement de tissu cutané sain et des tissus cicatriciels, aprés un an de
cicatrisation (figure 14).

Les tests de traction ont été réalisés sur des bandes de peau, les dimensions de la zone

utile soumise a I'étirement étant en moyenne de 10mm x 10mm, pour 3mm d’épaisseur
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environ. Par la suite les résultats de contrainte moyenne apparente ont été calculés en
prenant en compte la géométrie initiale (largeur, épaisseur) de chaque échantillon.
Au cours de chaque essai on a procédé a deux cycles de charge/décharge successifs a

une vitesse de 2mm/min jusqu’a des contraintes maximales de 50N et 90N, respectivement.

Figure 27 : Essai de traction ex-vivo pratiqué sur du tissu sain et du tissu cicatriciel un an apres les brillures.

3.3 Durométrie

Cliniguement, I'aspect des cicatrices (en particulier au toucher) nous est trés vite apparu
différent selon les sites, et il nous a fallu trouver une méthode moins subjective que la
palpation pour évaluer la souplesse de la peau et quantifier les différences.

Dans la littérature, il apparait que pour évaluer I'évolution de différentes pathologies
cutanées (entre autre la sclérodermie systémique), I'outil le plus communément utilisé est la
durométrie Shore. Ce type d’appareil est traditionnellement utilisé pour mesurer la dureté
des élastomeres.

Le principe de ce type de duromeétre est simple : un poingcon s’enfonce dans I’échantillon
sous une pression de ressort, dont la lecture est exprimée en unités Shore, comprises entre

0 et 100 (de « mou » a « dur »).
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Il existe en réalité 12 échelles de dureté Shore différentes, il est donc essentiel de
toujours spécifier le type d’appareil utilisé. Dans le cadre de I'étude de la peau, nous avons
choisi un duromeétre Shore O (Hildebrand HD-3000), qui correspond a I'étude des matériaux

les plus souples.

Figure 28 : Durométre Shore O (Hildebrand HD-3000)

3eme partie : scénario de la cicatrisation en présence de

chitosane (E3)

Suite aux résultats de I'étude E1, une seconde étude vétérinaire a été mise en place
dans le but de mieux comprendre les mécanismes biologiques intervenant au cours de la
cicatrisation en présence des gels. Cette nouvelle étude de cicatrisation a débuté le 29
septembre 2008 et s’est achevée le 3 novembre; elle a été menée sur deux porcs

charcutiers pesant 35kgs a leur arrivée.

A J 0, 10 plaies chirurgicales circulaires d’'un diametre de 3 cm ont été réalisées sur le dos

de chaque animal. Avant la chirurgie, les porcs nains ont re¢u une prémédication au
-® . . . . . . . .

Vetranquil (0.1mL/kg) vingt minutes avant de recevoir une injection intramusculaire

d’Imalgene-Rompun’ (10mg/kg ketamine + 2mg/kg xylazine).
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Les 10 plaies circulaires ont été comblées a I'aide d’hydrogels bicouches de chitosane,
semblables a ceux utilisés lors de |la premiére expérimentation.

L’anesthésie a été maintenue par voie gazeuse (Isoflurane 2.5%, 100% O,).

Figure 29: Avancement de la cicatrisation a J+4 : le gel 2 est sur le point d’étre prélevé et remplacé, comme

l'avait été le gel 1, 2 jours auparavant.

Ces gels ont ensuite été prélevés un a un a des temps différents (J2, J4, 17, J10, J14,
117, 121, )28 et J31) pour étre étudiés par histologie (coloration Hémalun Eosine), selon le
protocole décrit précédemment. A chaque changement de pansement, un seul gel a été
prélevé et remplacé par un nouveau, les nouveaux gels ayant été laissés en place jusqu’a la

fin de I'expérimentation (figure 29).

4¢me partie : étude de la nanostructure du tissu cutané

Afin de d’accéder a des caractéristiques structurales complémentaires nous permettant
d’estimer la qualité de la cicatrisation de I'expérimentation E1, il était important d’étudier la
peau a différentes échelles. En particulier nous avons souhaité compléter les résultats
histologiques classiques par des observations en Microscopie Electronique en Transmission
(TEM).

L’étude des images obtenues a ¢été complétée a son tour par une approche physique des

structures de la peau, grace a une proposition d'expériences a 'ESRF soumise et acceptée pour
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I'année 2007 (expérimentation réalisée en novembre 2007, a J211, en 4 jours de faisceau sur

la ligne D2AM).

1. 1¢ére  approche: Microscopie Electronique en
Transmission (TEM)

Une premiére série de prélevements a été réalisée au mois de novembre 2007, apres
211 jours de cicatrisation. Les analyses ont été réalisées au centre de microscopie de
I’'Université Claude Bernard.

A I'occasion de ces prélevements, les tissus ont également été conservés et traités selon

les protocoles d’étude histologique classique.

1.1 Protocole de fixation

Les prélévements réalisés au biopunch ont été rincés dans un tampon Cacodylate de
sodium 0,2M puis on a procédé a I'étape de fixation dans un mélange a volume égal d’'une
solution de glutaraldéhyde a 4% dans |’eau et de Cacodylate de sodium 0,2M.

Apres une journée de fixation a 4°C, les échantillons ont été a nouveau rincés dans le
tampon Cacodylate a 0,2M.

Une post-fixation est ensuite nécessaire: une heure dans un bain de tétroxyde

d’Osmium a 1%.

1.2 Inclusion en résine

Les échantillons ont été déshydratés par des bains successifs d’éthanol de concentrations
croissantes.

L’inclusion en résine (Epon) est précédée d’'une étape de substitution et d’'imprégnation
sur plusieurs jours durant lesquels la résine est renouvelée. L'inclusion proprement dite est

réalisée a I’étuve a 56°C pendant 3 jours.
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Les blocs de résines obtenus peuvent alors étre coupés au microtome. Les coupes, d’'une
épaisseur de 60nm, sont alors déposées sur des grilles et, aprés séchage, on procede a

I’étape de contraste.

1.3 Contraste a I’acétate d’'uranyle et au citrate de plomb

Le contraste des coupes se déroule en deux étapes, a I'aide deux produits de contrastes

différents : 'acétate d’uranyle et le citrate de plomb.

L’acétate d’uranyle est une substance toxique et faiblement radioactive a manipuler avec
précaution. Les solutions d’acétate d’uranyle sont instables a la lumiere, les manipulations
s’effectueront donc en gardant au maximum la solution a I’abri de la lumiére.

On utilise une solution d’acétate d’uranyle a 7% dans le méthanol, filtrée et gardée a
I'obscurité. A I'aide d’'un compte-gouttes on répartit un peu de solution dans des salieres,
immédiatement bouchées et mises a I'obscurité.

On dépose ensuite les grilles dans les saliéres, coupes vers le haut (les grilles ne flottent
pas dans le méthanol). Le temps de contraste dans ces conditions est de 5 minutes, il est
nécessaire de décaler I'immersion des grilles de quelques minutes pour avoir le temps de les
rincer les unes apreés les autres.

Chaque grille est rincée dans 4 piluliers successifs, les 2 premiers contiennent du
méthanol, le troisieme un mélange volume a volume de méthanol et d’eau distillée filtrée, et
le quatrieme de I'eau distillée filtrée. Chacune des grilles est rapidement plongée 20fois
consécutives dans le liquide de ringage de chaque pilulier.

Les grilles sont ensuite placées sur un papier filtre, coupes vers le haut, pour séchage.

Préparation de la solution de citrate de plomb :

Mettre dans un ballon de 50 mL

- Nitrate de plomb, Pb(NO3)2 1.33g
- Citrate de sodium, Na3(C6H507), 5H20 2.13g (ou Na3(C6H507), 2H20 1.76g)
- H20 distillée 30 mL
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Boucher et agiter vigoureusement pendant 1 minute. Un précipité blanc se forme. Ajouter
lentement 8 mL de NaOH, 1IN. Le précipité se dissout peu a peu, compléter a 50mL avec de

I’eau distillée, mélanger. La solution doit étre limpide, son pH est voisin de 12.

A l'intérieur d’une boite de Pétri contenant une couche de soude en pastille (pour
absorber le dioxyde de carbone de |'air, responsable de la formation de précipités de
PbCO3), disposer une petite coupelle dont le fond aura été recouvert d’'une petite couche de
cire dentaire.

Déposer sur la couche de cire autant de gouttes de solution de citrate de plomb que de
grilles a contraster, puis faire flotter les grilles, coupes vers le bas. Il est conseillé de soulever
a peine le couvercle de la boite de Pétri et d’éviter de respirer au dessus pour limiter la
guantité de CO2.

Aprés 10 minutes de contraste, rincer les grilles en les plongeant plusieurs fois dans une
solution de soude (0.02 N), puis dans trois bains successifs d’eau distillée filtrée. Les grilles

sont ensuite placée, coupes vers le haut, sur un papier filtre pour séchage.

Les coupes sont prétes a étre observées en microscopie électronique en transmission.
Les observations ont été réalisées au Centre Techniques des microstructures (UCBL) a I'aide

d’un microscope électronique Philips CM120, sous une tension d’accélération de 80kV.

2. 2¢me gpproche: diffusion des rayons X aux petits
angles

Afin d’étudier la structure de la peau des animaux, et en particulier I'orientation des
fibres de collagene et la modification de celle-ci au cours des sollicitations mécaniques de la
peau, nous avons utilisé la technique de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). Les
essais ont été menés sur la ligne D2AM, au synchrotron de Grenoble (figure 30).

L’objectif était d’étudier la peau des animaux de I'expérimentation E1, et notamment de
comparer I'organisation des tissus sains avec celle des cicatrices obtenues apres un an de

cicatrisation.

111



En effet la littérature décrit les rayons X comme un outil de choix pour la caractérisation
structurale de différents matériaux nanostructurés, et en particulier pour les matériaux
d’origine biologique[10,11].

Le principe de la diffusion des rayons X aux petits angles repose sur I'étude de la
diffusion élastique des rayons X par un échantillon présentant des hétérogénéités de densité
électronique de l'ordre du nanometre a quelques dizaines de nanomeétres. La gamme
d’angles utilisée correspond aux tres petits angles (typiquement 0.01-4°).

On obtient dans cette gamme d’angles des informations variées sur la forme et la taille
des hétérogénéités (particules), sur les distances caractéristiques interparticulaires et cela
également dans le cas de matériaux orientés, sur la distribution de tailles des particules, sur
I’estimation des rapports surface/volume particulaires, etc...

La source de rayons X peut étre une source de laboratoire ou encore un rayonnement
synchrotron lorsque les expériences nécessitent une résolution en angle importante, de
faibles temps de pause ou encore une énergie du photon incident élevée ou un balayage
d’énergie du photon incident (diffusion résonnante). La lumiére synchrotron posséde des
caractéristiques exceptionnelles en comparaison des sources classiques disponibles en
laboratoire, en particulier une grande brillance et un rayonnement stable, avec la possibilité

de choisir une longueur d’onde incidente dans une large gamme.

> @h
O Dsteco |

Figure 30 : La ligne D2AM, ESRF (Grenoble)

2.1 Etude de faisabilité

Afin d’optimiser I’expérimentation SAXS prévue sur les tissus prélevés au cours de

I’expérimentation E1, nous avons mis en place une expérimentation préliminaire (E2).
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L'objectif était de déterminer l'influence du temps et des conditions de conservation des
prélévements sur leur organisation structurale.

Le type d’échantillon a étudier est constitué de cellules cutanées piégées dans un réseau
3D complexe et fortement hydraté. Par conséquent plusieurs contraintes doivent étre
considérées : les échantillons doivent étre fraichement prélevés et I'expérimentation doit
étre de courte durée puisque la déshydratation pourrait altérer significativement la structure
des tissus, et donc les conclusions de I'étude. Cela implique que les échantillons doivent étre
prélevés pres de la ligne, c’est pourquoi I'animal a été hébergé au CRSSA (Centre de
Recherche des Services de Santé de I'’Armée), situé a proximité du campus technologique de
I’ESRF.

L’animal choisi pour cette étude est un porc charcutier femelle d’environ 40kg.

Une série de biopsies réalisées au biopunch a été observée sous faisceau toutes les
heures pendant 8heures, et deux autres séries ont été observées sous faisceau puis placées
respectivement a 4°C et a -18°C avant d’étre ré-observées 8h apres. L'observation a été
réalisée sur des biopsies de peau derme+épiderme, le faisceau incident étant
perpendiculaire au plan de d’épiderme. (Résultats présentés dans la derniere partie du

manuscrit : « résultats expérimentaux »)

Cette expérimentation préliminaire qui nous a permis d’établir les conditions de
conservations optimales pour les échantillons, nous a également permis d’établir un
protocole d’étude de la peau de porc spécifique : 121 prélevements ont été réalisés a I'aide
de biopunchs sur le dos de ce porc. Les sites a prélever ont été préalablement repérés par
tatouage (figure 31) et on a pris soin d’orienter les biopsies, de maniére a toujours les placer
de la méme maniere sur le porte-échantillons de la ligne, et pouvoir ainsi conclure sur
I'orientation des fibres de collagéne par rapport a I’axe du rachis de I'animal.

L’objectif était en effet d’étudier cette orientation selon la zone de prélevement, afin

de dresser une « cartographie » de ce réseau.
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Figure 31 : Repérage préliminaire des 121 zones a prélever.

Les résultats ont fait I'objet d’un traitement informatique et d’'une modélisation graphique,

présentés la encore dans la partie « résultats expérimentaux ».

2.2 Caractérisation des tissus prélevés lors de I'’expérimentation E1

Aprés cette étude préliminaire, la peau des animaux concernés par le protocole de
cicatrisation (E1) a pu étre étudiée a son tour. Les préléevements ont été réalisés en
Novembre 2007, apres 211 jours de cicatrisation. La encore, il fallait limiter le temps de
conservation des échantillons, et nous avons donc procédé au transfert des animaux depuis
I’'Ecole Vétérinaire jusqu’au CRSSA. Le transfert a eu lieu 15 jours avant la date de la
chirurgie, afin de minimiser I'impact du stress.

L'objectif de ces mesures de diffusion X a été de caractériser et comparer des
échantillons de peau native et les tissus reconstruits dans diverses conditions (en présence
de tulle gras, ou de nos hydrogels physiques bicouches). D’autre part nous avons cherché a
décrire I'évolution de la morphologie des tissus au cours d'une traction in situ sous faisceau
synchrotron, ce qui donne, a I'échelle microscopique, un sens aux lois de comportement

mécanique que nous avons identifiées grace aux essais de traction in et ex-vivo décrits
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précédemment (densité et orientation des réseaux de collagene en fonction de la
déformation appliquée).

Une telle approche microstructurale des propriétés mécaniques des tissus reconstruits
est originale pour mieux appréhender la qualité de la cicatrisation et le role de nos hydrogels

dans la régénération de la peau.

Sous anesthésie, les deux cicatrices antérieures de chaque animal ont été prélevées,
dégraissées et « scannées » sous faisceau synchrotron. De nombreuses images de diffusion
ont ainsi été obtenues, permettant d’évaluer les différences structurales existant au sein des
cicatrices elles-mémes.

Les prélevements ont ensuite été recoupés sous forme de bandes rectangulaires
(10x25mm) et soumis a un essai de traction sous faisceau. Les résultats ont été normalisés

selon la morphologie exacte des échantillons de peau testés.

Les sites antérieurs prélevés ont été suturés et le suivi de la cicatrisation des plaies

postérieures a été poursuivi jusqu’a J373.
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La suite de ce mémoire sera consacrée a I'ensemble des résultats obtenus suite aux
expérimentations qui viennent d’étre décrites.

Certains de ces résultats sont rassemblés et énoncés sous forme de publications qui
seront soumises prochainement, tandis qu’une autre partie des résultats obtenus est
rédigée sous forme manuscrite. Méme si ils n‘ont pas pu étre valorisés sous forme de
publications, ces résultats contribuent a la compréhension de notre démarche et souléevent
le plus souvent de nouvelles questions donnant lieu a de nouvelles perspectives de

recherche, c’est pourquoi nous les avons maintenus dans ce mémoire.
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Chapitre 3 : résultats expérimentaux
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1¢re partie: propriétés antibactériennes des hydrogels

physiques de chitosane

Comme nous l'avons évoqué dans le premier chapitre de ce mémoire, les propriétés
antibactériennes et antifongiques du chitosane en solution ou sous forme solide ont été
largement décrites dans la littérature. Toutefois il nous est apparu nécessaire d’évaluer ces
propriétés pour nos dispositifs se présentant sous forme d’hydrogels physiques car la
prévention de 'infection est en effet essentielle a la cicatrisation cutanée.

Afin d’écarter tout effet du pH sur la croissance bactérienne, nous avons choisi de travailler
a partir de dispersion de broyats d’hydrogels (dont la taille est de I'ordre de quelques dizaines
de microns) dans le milieu de culture, comme expliqué dans le chapitre précédent.

Nous allons maintenant nous intéresser a la lecture des résultats ainsi qu’a leur
interprétation, afin d’estimer le pouvoir antibactérien de nos dispositifs d’un point de vu

qualitatif et quantitatif.

1. Lecture des résultats

La reproduction des bactéries a lieu par division cellulaire (ou scissiparité). Une bactérie
mere va donc engendrer deux bactéries filles identiques qui pourront a leur tour se diviser.
L’ensemble des bactéries issues d’'une méme cellule mere forme ce qu’on appelle une « colonie
bactérienne ». Le nombre de colonies observées reflete donc la concentration bactérienne du
milieu de culture au moment de I'ensemencement. Toutefois une colonie peut résulter
également d’un agglomérat de bactéries déposées par hasard a proximité, ainsi on n’exprime
pas les résultats d’'une numeération bactérienne en nombre de cellules, mais en « unités
formant des colonies » (UFC.uL™" ou CFU.uL™?, pour « Colony Forming Unit »). Chaque colonie
provient en effet d’'une UFC qui peut étre soit une bactérie, soit un amas de bactéries si serrées

qu'elles forment une seule colonie.
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Sur les géloses ensemencées et incubées, le comptage des colonies est effectué sur la strie
correspondant a la plus grande dilution (c'est-a-dire la concentration en bactéries la plus faible)
qui ait donné lieu a la formation de colonies. Quand cela est possible, le comptage est
également réalisé sur I'avant derniére strie, afin de vérifier la concordance des résultats. Aprées

correction du facteur de dilution, on obtient la concentration bactérienne du milieu au moment

de I'ensemencement (figure 32).

Inoculum pur
Dilution 1.101
Dilution 1.102
Dilution 1.1073

Dilution 1.10 Concentration de I'inoculum
ilution 1.10-

bactérien initial =2.10* UFC/uL

Figure 32 : lecture des résultats. Le comptage est réalisé sur la strie correspondant a la
dilution au 1/10000°™ oii on peut observer deux colonies. Une fois le facteur de dilution pris en
compte, on en déduit donc une concentration initiale dans I'inoculum de 2 .10* UFC/uL. (La strie

précédente ne permet pas un comptage précis, toutefois on peut estimer qu’elle présente 28
colonies, ce qui correspond & une concentration de 2,8 .1* UFC/uL (ce qui est conforme d la
valeur lue grdce a la derniére strie.)

2. Cinétique de croissance bactérienne

Lors de cultures bactériennes, on peut observer plusieurs types d’évolution de la
concentration en bactérie, par rapport aux tubes témoins (figure 33) :

- La concentration bactérienne augmente, mais moins vite que dans les tubes contenant
uniguement le milieu de culture : on parle de bactériostase, qui se définit comme une atteinte
de la croissance bactérienne telle que le nombre de bactéries formées par division cellulaire

dans le tube test est inférieur a celui formé dans le tube contenant uniquement le milieu de

126



culture. L'effet bactériostatique observé résulte soit d’'une diminution du nombre de divisions
des bactéries, sans altération de leur vitalité ; soit d’un équilibre entre le nombre de division et
la mort bactérienne.

- La concentration bactérienne est constante : la bactériostase est maximale, le nombre de
bactéries reste égal a celui de I'inoculum.

- La concentration bactérienne diminue : on parlera alors de bactéricidie.

= milieu de culture seul (témoin)
—e— bactériostase
—A— bactériostase maximale
—v— bactéricidie

103—E v

Concentration bactérienne (UFC/uL)

10°

T T T T T 1
0 20 40 60
Temps (heures)

Figure 33 : Schéma des différentes évolutions de la concentration bactérienne au cours du temps
selon les propriétés antibactériennes du milieu. A des temps plus longs, la concentration
bactérienne se stabilise puis diminue, du fait de la consommation totale des éléments nutritifs
du milieu.

On notera que toutes les techniques d'étude de I'activité des antibiotiques sont basées sur
deux mesures :

-La CMI (concentration minimale inhibitrice): plus petite concentration d'antibiotique qui
inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne aprés 24 heures de culture a 37°C. Cette
valeur caractérise |'effet bactériostatique d'un antibiotique.

-La CMB : plus petite concentration d'antibiotique laissant 0,01% ou moins de survivants de
I'inoculum initial aprés 24 heures de culture a 37°C. Cette valeur caractérise I'effet bactéricide
d'un antibiotique.

Il découle de ces mesures une classification des antibiotiques en 2 groupes:
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les antibiotiques bactéricides, les CMB sont proches des CMI,

et les antibiotiques bactériostatiques, les CMB sont éloignées des CMI.

Selon ces criteres, on pourra considérer que dans les conditions de notre étude
(concentration en chitosane égale a 1% en masse dans le milieu) on aura atteint un effet
bactéricide si le nombre bactéries a diminué d’au moins deux logs décimaux aprés 24h de

culture. Sinon nous parlerons, dans ces conditions, d’effet bactériostatique.

Pour chaque bactérie, I'’évolution du dénombrement au cours du temps (to, to+3, toss, to+24,
to:48) @ €té étudiée dans le milieu témoin et dans le milieu additionné de broyats d’hydrogels de
chitosane. L’analyse statistique des données a été effectuée selon un test ANOVA appliqué au
cas des séries non appariées en prenant en compte les résultats obtenus au cours des 5
expérimentations successives (n=5). Ce test est une analyse de variance indiqué pour la
comparaison d’échantillons indépendants. Les résultats de cette analyse statistique nous
permettent d’estimer si la croissance bactérienne est significative'.

Ensuite, pour chaque souche bactérienne, les 5 dénombrements effectués apres culture
dans les tubes tests ont été comparés aux 5 dénombrements réalisés apres culture en présence
de chitosane, a chaque temps de culture. Cette comparaison a été effectuée a I'aide d’un test
Mann et Whitney?, indiqué pour la comparaison de données quantitatives entre deux

échantillons indépendants (c'est-a-dire des données non appariées).

! Pour un tube donné (témoin ou tube avec hydrogel) la série X0 rassemble les (n=5) dénombrements au temps
initial, X3 a 3h, etc..et X48 les données a 48h. L'analyse ANOVA suppose une distribution de toutes les données
selon une loi normale avec la méme variance. Elle fournit la probabilité p que toutes les dénombrement a un
temps donné proviennent de la méme population. Sous Matlab avec la toolbox 'Statistics', on obtient p avec

X0=[5.2 5.15 5.9 4 5]; % entree des donnes

X48=[7.3 6.8 7.2 7.2 7.21;

p=anoval ( [X0;X3;X6;X24;X48] "),

ou encore p=anoval ( [X0;X48] ') sil'on veut juste tester la significativité des différences des les séries de
données a temps initial et a 48h.

? Pour chaque expérimentation, et pour un temps de culture donné (0,3;6; 24 ou 48h), X rassemble les n
dénombrements pour le pour le tube témoin et Y rassemble les dénombrements pour le tube avec hydrogels pour

le méme temps. On calcule ensuite U, c'est a dire le nombre d'observations pour lesquelles Xi>Yj (en comptant 0.5
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Généralement, pour l'analyse statistique des résultats, les différences observées sont
jugées significatives avec un risque a de 5%, ce qui correspond a p<0,05. Pour des valeurs de

p<0,05, les données sont donc significativement différentes.

2.1 Résultats obtenus pour Escherichia coli

Les cinétiques de croissance d’Escherichia coli dans le bouillon de culture Brain Heart (tube
témoin) et dans le bouillon enrichi de broyats d’hydrogel de chitosane sont présentées dans la
figure 34.

Les résultats de I'étude statistique sont présentés dans la figure 35. Avec une valeur de p
<0.05 on peut conclure a une augmentation significative de la concentration bactérienne dans
les deux types de tubes, au cours des 48h de culture. Dans ce milieu et dans ces conditions de
concentration (1% en masse de chitosane dans le milieu de culture), le chitosane n’empéche
donc pas la croissance d’Escherichia coli. Toutefois I'étude statistique du nombre de bactéries
dénombrées en absence ou en présence de chitosane montre que dés la 3°™ heure le nombre
de bactéries présentes dans le milieu est significativement plus faible dans les tubes contenant
la dispersion d’hydrogel de chitosane que dans les tubes contenant uniquement le bouillon de
culture.

Ceci nous amene a conclure que dans le cas présent I’hydrogel de chitosane joue un réle
bactériostatique, mais que cette bactériostase n’est pas maximale puisque la croissance

bactérienne se poursuit dans les tubes tests.

pour les cas ou Xi=Yj). La probabilité p est tabulée en fonction de U, du nombre d'observations dans X et du
nombre d'observations dans Y.

Avec Matlab, [p, h] =ranksum(X,Y), sous octave: [p, z] =u_test (X,Y)
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Figure 34 : cinétique de croissance bactérienne d’Escherichia coli, I'essai a été répété 5 fois. (les

courbes sont tracées pour faciliter la lecture des résultats)
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Evolution du nombre de bactéries au ||| Comparaison du nombre de bactéries dénombrées
cours des 48h en absence ou en présence de chitosane
Tube
Dispersion d’hydrogel T0 TO+3h TO+6h TO+24h | T0+48h
témoin
0.003 0.006 NS 0.008 0.008 0.008 0.008

Figure 35 : Résultats de I'analyse statistique. Test ANOVA et test Mann et Whitney (données non
appariées). Valeurs de p obtenues pour 5 essais pris en compte. NS=non significatif

2.2 Résultats obtenus pour Pseudomonas aeruginosa

Les cinétiques de croissance de Pseudomonas aeruginosa dans le bouillon de culture Brain
Heart (tube témoin) et dans le bouillon enrichi de broyats d’hydrogel de chitosane sont
présentées dans la figure 36.

Les résultats de I’étude statistique sont présentés dans la figure 37. Le nombre de bactéries
croit de maniere significative au cours des 48h dans le tube témoin comme l'indique la valeur
de p (0.002). En revanche le nombre de bactéries n’évolue pas de maniéere significative dans les
tubes tests au cours des 48h de culture. On en conclut que, dans ce milieu et dans ces
conditions de concentration, le chitosane ralentit la croissance de Pseudomonas aeruginosa.
L'étude statistique du nombre de bactéries dénombrées en absence ou en présence de
chitosane montre qu’a to«enh €t a to.2an le Nnombre de bactéries présentes dans le milieu est
significativement plus faible dans les tubes contenant la dispersion d’hydrogel de chitosane que
dans les tubes contenant uniquement le bouillon de culture. Le profil des courbes de cinétique
de croissance ainsi que |'étude statistique de I’évolution de la concentration bactérienne au
cours des 48h de culture suggérent un effet bactériostatique maximal du chitosane vis-a-vis de

Pseudomonas aeruginosa dans les conditions de I'expérience.
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Figure 36 : cinétique de croissance bactérienne de Pseudomonas aeruginosa, I'essai a été répété
5 fois. (les courbes sont tracées pour faciliter la lecture des résultats)
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Evolution du nombre de bactéries au ||| Comparaison du nombre de bactéries dénombrées
cours des 48h en absence ou en présence de chitosane
Tube
Dispersion d’hydrogel T0 TO+3h TO+6h TO+24h | T0+48h
témoin
0.002 NS NS NS 0.032 0.032 NS

Figure 37 : Résultats de I’analyse statistique. Test ANOVA et test Mann et Whitney (données non
appariées). Valeurs de p obtenues pour 5 essais pris en compte.

2.3 Résultats obtenus pour Staphylococcus aureus

Les cinétiques de croissance de Staphylococcus aureus dans le bouillon de culture Brain
Heart (tube témoin) et dans le bouillon enrichi de broyats d’hydrogel de chitosane sont
présentées dans la figure 38.

Les résultats de I'analyse statistique sont présentés dans la figure 39. Le nombre de bactéries
croit de maniére significative au cours des 48h dans le tube témoin comme l'indique la valeur
de p (0.004). En revanche le nombre de bactéries n’évolue pas de maniére significative dans les
tubes tests au cours des 48h de culture. On en conclut que, dans ce milieu et dans ces
conditions de concentration, le chitosane ralentit la croissance de Staphylococcus aureus.
L'étude statistique du nombre de bactéries dénombrées en absence ou en présence de
chitosane montre qu’a towusn le nombre de bactéries présentes dans le milieu est
significativement plus faible dans les tubes contenant la dispersion d’hydrogel de chitosane que
dans les tubes contenant uniquement le bouillon de culture. Mais cette observation n’est pas
valable pour les temps de culture plus courts. Toutefois le profil des courbes de cinétique de
croissance suggere une fois de plus un effet bactériostatique du chitosane, qu’on peut qualifier
de maximal, puisque la croissance bactérienne n’est pas significative au cours des 48h de

culture d’apres les résultats de I'analyse statistique.
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Figure 38 : cinétique de croissance bactérienne de Staphylococcus aureus, 4 essais ont été pris
en compte. (les courbes sont tracées pour faciliter la lecture des résultats)

Evolution du nombre de bactéries au

cours des 48h

Comparaison du nombre de bactéries dénombrées

en absence ou en présence de chitosane

Tube
Dispersion d’hydrogel T0 TO+3h TO+6h TO+24h | T0+48h
témoin
0.004 NS NS NS NS NS 0.029

Figure 39 : Résultats de I’analyse statistique. Test ANOVA et test Mann et Whitney (données non
appariées). Valeurs de p obtenues pour 4 essais pris en compte.
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2.3 Résultats obtenus pour Enterococcus faecalis

Les cinétiques de croissance de Enterococcus faecalis dans le bouillon de culture Brain
Heart (tube témoin) et dans le bouillon enrichi de broyats d’hydrogel de chitosane sont
présentées dans la figure 40.

Les résultats de I'étude statistique sont présentés dans la figure 41. Le nombre de bactéries
croit de maniere significative au cours des 48h dans le tube témoin comme l'indique la valeur
de p (<0.001). En revanche le nombre de bactéries n’évolue pas de maniere significative dans
les tubes tests au cours des 48h de culture. On en conclut que, dans ce milieu et dans ces
conditions de concentration, le chitosane ralentit la croissance de Enterococcus faecalis.
L'observation des courbes de cinétique de croissance bactérienne montre méme une
diminution de la concentration bactérienne en présence de chitosane, c'est-a-dire une action
bactéricide. L'étude statistique du nombre de bactéries dénombrées en absence ou en
présence de chitosane montre qu’a partir de la 6°™ heure le nombre de bactéries présentes
dans le milieu est significativement plus faible dans les tubes contenant la dispersion d’hydrogel
de chitosane que dans les tubes contenant uniquement le bouillon de culture. Le chitosane
semble donc bactéricide vis-a-vis de Enterococcus faecalis, toutefois on notera que selon les
criteres définis précédemment (diminution de la concentration bactérienne de deux
logarithmes décimaux), le pouvoir bactéricide reste discutable, du moins dans les conditions de

I'expérience.
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Figure 40 : cinétique de croissance bactérienne d’Enterococcus faecalis, I'essai a été répété 5
fois. (les courbes sont tracées pour faciliter la lecture des résultats)
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Evolution du nombre de bactéries au ||| Comparaison du nombre de bactéries dénombrées
cours des 48h en absence ou en présence de chitosane
Tube
Dispersion d’hydrogel T0 TO+3h TO+6h TO+24h | T0+48h
témoin
<0.001 NS NS NS 0.008 0.008 0.008

Figure 41 : Résultats de I'analyse statistique. Test ANOVA et test Mann et Whitney (données non
appariées). Valeurs de p obtenues pour 4 essais pris en compte.

3. Discussion et interprétation

La croissance bactérienne dans les tubes témoins a montré une évolution statistiquement
significative dans tous les cas au cours des 48h de culture; ce qui nous permet de considérer
que notre témoin et par conséquent |'étude sont valides. Toutefois nous attendions une
croissance bactérienne plus importante (de I'ordre de 2logyo en 48h), or dans la moitié des cas
cette croissance, bien que significative, n’atteint pas cette valeur. L’explication la plus probable
a cette croissance « ralentie » est I'absence d’agitation continue lors des temps d’incubation. En
effet les tubes étant placés verticalement dans I'étuve a T=37°C, un culot bactérien peut se
former lorsque la concentration bactérienne devient importante dans le milieu. Les bactéries se
trouvant prisonniéres dans ce culot ne disposent pas d’un contact suffisant avec le milieu de
culture pour en consommer les nutriments. Il en résulte un ralentissement puis un arrét de leur
croissance.

En ce qui concerne les tubes tests contenant les dispersions de broyats d’hydrogels de
chitosane, il est nécessaire d’étudier chaque type bactérien indépendamment, les observations
étant différentes selon la bactérie considérée.

Pour Escherichia coli, la croissance bactérienne se poursuit en présence de chitosane, mais
I'analyse statistique des résultats a montré que la concentration bactérienne était
significativement plus faible dans les tubes tests que dans les tubes témoins, et ce a tous les
temps de prélevement.

Pour Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, |'effet bactériostatique des

hydrogels est plus important, et I'analyse statistique de I’évolution de la croissance bactérienne
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nous amene a penser que la bactériostase est totale. Cliniquement cela se traduirait par
I’'absence d’infection locale due a ce type de bactérie.

Pour Enterococcus faecalis, la diminution de la concentration bactérienne observée dans les
tubes tests semble indiquer une action bactéricide des hydrogels de chitosane vis-a-vis de cette
bactérie. D’un point de vue clinique, les hydrogels de chitosane empécheraient le
développement d’une infection locale due a la présence d’Enterococcus faecalis au niveau de la

[ésion.

D’apres les résultats obtenus, et si on étudie individuellement les données obtenues au cours
de chaque expérimentation, il semble que I'on puisse classer les bactéries étudiées par ordre

croissant de sensibilité au chitosane, de la maniére suivante :

Sensibilité au chitosane :

E. coli < P. aeruginosa < S. aureus < E. faecalis

Rappelons que E. coli et P.aeruginosa sont des bactéries de type Gram négatif, tandis que S.

aureus et E. faecalis sont des bactéries de type Gram positif.

La structure élémentaire de la membrane externe des bactéries est composée, comme une
membrane biologique classique, d’'une double couche de phospholipides incluant des
protéines. Dans le cas des bactéries Gram +, la couche externe est une couche épaisse d'un
réseau hydrogel de peptidoglycane ou muréine, qui recouvre la couche phospholipidique. La
composante polysaccharidique est un copolymére alterné de N-acétylglucosamine et d’acide N-
acétylmuramique liés par des liaisons osidiques Bi-4. La partie peptidique est formé par
quelques acides aminés (L-Alanine, Acide D-Glutamique, L-Lysine, D-Alanine pour
Staphylococcus Aureus; L-Alanine, Acide-D Glutamique, Acide diAminoPimélique, D-Alanine
pour Echerichia Coli). Cette structure peptidique latérale joue un rdle clef dans la réticulation
du réseau de peptidoglycane grace a des ponts polypeptidiques (fig 42).

Dans le cas des bactéries Gram-, la double couche interne de phospholipides est également

recouverte d’'une couche de peptidoglycane, mais beaucoup plus fine, et cette couche est elle-
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méme recouverte d’une deuxiéme double couche de phospholipides incluant des protéines,
mais également une endotoxine lipopolysaccharidique caractéristique de ce type de bactérie

(figure 42).

Structure du peptidoglycane de Escherichia coli Structure du peptidoglycane de Stapfiviococcus aurens

Acide N-acétylmuramique  N-acétylglucosaming Acide N-acétylmuramique  N-acétylglucosamine
CHQOH Cl IZOI | CHQ OH Cl 1201 |
: o N : N\
N ; /M\ /
|—|

—
NH NH NH

a b

Figure 42 : (a,b) Structure de la muréine constituant I’enveloppe externe d’Escherichia coli
(gram-) et de Staphylococcus aureus (gram+). La structure est sensiblement la méme pour
toutes les bactéries : la composante polysaccharidique est un copolymére alterné de N-
acétylglucosamine et d’acide N-acétylmuramique, la partie peptidique liée a I'acide N-
acétylmuramique est formée par 4 acides aminés (c’est la nature de ces acides aminés qui varie
selon les bactéries) ;
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it

[ N-acétyl-glucosamine
B Acide N-acétyl-muramique
t23a Chaine tétrapeptidique (1 : L-Ala ou Gly ou L-Ser; 2: D-Glu; 3: X ; 4 : D-Ala)

| Pont interpeptidique

Figure 42 : (c) Des ponts interpeptidiques unissent entre elles les unités tétrapeptidiques. Ils
s'établissent généralement entre le dernier acide aminé d'un tétrapeptide et le troisiéme acide
aminé d'un tétrapeptide de la chaine voisine pour former un réseau polymeére de
peptidoglycane.

Nous avons évoqué précédemment que le mode d’action du chitosane le plus décrit dans la
littérature est la formation de liaisons électrostatiques entre les charges positives du chitosane
(transformation des motifs NH, en NH*) et les phospholipides de la membrane cellulaire des
bactéries. Ces interactions électrostatiques conduisent a 'augmentation de la perméabilité de
la membrane bactérienne et donc a une perte de matériel protéique. D'autre part, le chitosane
est susceptible de se lier avec les protéines du cytoplasme bactérien, ce qui conduirait entre
autre a l'inhibition de la synthése de ’ARNm (bien que la capacité du chitosane a pénétrer dans
le noyau cellulaire soit trés discutée).

La formation de ces interactions électrostatiques est envisageable dans le cas des bactéries
Gram- du fait de la nature phospholipidique de la couche externe. Toutefois dans le cas des
bactéries Gram+, du fait de I'épaisse couche de peptidoglycane qui recouvre la couche
phospholipidique, il faut envisager une autre hypothese.

On peut penser que des interactions plus spécifiques s’établissent entre le chitosane et le
réseau de muréine. En effet, si I'on considere le pH du milieu, une large fraction de
groupements amines du chitosane doivent se présenter sous forme non protonée (pKo~6.5).

Pour invoquer une interaction mureine-chitosane, il doit donc exister des mécanismes
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d'interaction non électrostatiques. La partie polysaccharidique de la mureine (neutre) présente
des analogies structurales fortes avec la chitine. Elle est donc susceptible d'interagir avec le
chitosane en participant au réseau physique avec établissement de nombreuses liaisons
hydrogene (impliquant le groupement acétyl et les hydroxyles) et des interactions
hydrophobes. Les effets bactériostatiques observés vis-a-vis des bactéries de type Gram+
peuvent s’expliquer par les interactions mureine-chitosane qui conduiraient a |'agrégation des
bactéries a la surface des particules d'hydrogels.

Cette hypothése est en accord avec les observations de Barany et al. qui ont mis en évidence la
contribution de facteurs non électrostatiques dans les phénomeénes de floculation bactérienne
en présence de chitosane [1]. Parmi ces facteurs, les auteurs évoquent la probable formation

de « pontages » entre les bactéries via le polymére adsorbé a leur surface.

Ce phénomeéne d’agrégation bactérienne a la surface des broyats de gel peut aussi étre
envisagé pour les bactéries de type Gram- dans le cadre de la formation d’interaction

phospholipides-chitosane.

Les différences structurales importantes existant entre les membranes des bactéries selon
qu’elles soient de type gram- ou gram+ impliqueraient donc deux mécanismes d’action
antibactérienne différents et expliqueraient la sensibilité différente de ces deux types de

bactéries vis-a-vis du chitosane.

4. Conclusions

L'objectif de cette étude était d’évaluer l'effet de la présence de particules microniques
d’hydrogels physiques de chitosane sur la croissance de bactéries responsables de surinfections
cutanées au niveau des sites cicatriciels, et plus particulierement lorsqu’il s’agit de brllures.

Les hydrogels de chitosane ont montré une activité bactériostatique pour les quatre types
bactériens testés dans les conditions de concentrations choisies : 1% en masse de chitosane
dans le milieu. Le caractére antibactérien des hydrogels semble plus important dans le cas des

bactéries a Gram positif, phénomeéne que I'ont peut relier a une interaction microorganisme-
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microgel et a d'autres mécanismes d'action du chitosane précédemment décrits dans la
littérature.

On notera que si I'action du chitosane dans les conditions de culture est moindre pour les
bactéries Gram-, une application antibactérienne est tout a fait envisageable, puisque le
pouvoir perméabilisant du chitosane envers les membranes bactériennes devrait sensibiliser les
bactéries a de nombreux autres agents extérieurs.

Les hydrogels de chitosane sont donc particulierement intéressants dans le cadre d’une
utilisation conjointe avec d’autres agents de type antibiotique, selon un concept de synergie.
Une telle démarche permettrait aussi de limiter la quantité d’antibiotiques consommée, et
donc de limiter le développement de résistances bactériennes qui constitue un grave probleme
en milieu hospitalier.

Par ailleurs les résultats de notre étude sont encourageants du fait de la faible quantité de
chitosane contenue dans le milieu : en effet les hydrogels physiques de chitosane bicouches
développés dans le cadre de notre étude de cicatrisation contiennent 3% en masse de
chitosane, et on peut donc s’attendre a une activité anti-microbienne plus importante encore a
leur contact que celle observée dans les milieux de culture durant cette étude.

Enfin il serait intéressant d’étudier maintenant I’activité antibactérienne des hydrogels face
a des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques et faces aux champignons

responsables de pathologies cutanées comme le Candida albicans.

Le mécanisme d'action bactériostatique pourrait également étre précisé par observation
microscopique d'hydrogels en présence de bactéries gram+ ou gram-, de facon a repérer des
indications morphologiques de la croissance bactérienne (encapsulation des particules
hydrogels par les bactéries?). La taille des particules d'hydrogel influence également la surface
offerte pour l'interaction hydrogel-avec le milieu bactérien: c'est un paramétre qu'il faudrait

également préciser et relier a I'effet bactériostatique.
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2¢me partie : Etude a long terme de la cicatrisation de
brilures en présence d’hydrogels physiques de

chitosane

Cette partie concerne ['utilisation pour la cicatrisation thérapeutique de brilures du 3eme

degré des hydrogels physiques de chitosane dont le procédé d'élaboration a été décrit dans
la premiére partie du chapitre « Matériels & Méthodes ». Les résultats présentés ici ont été
obtenus grace a la collaboration des équipes de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon, du
Centre de Recherches des Services de Santé des Armées et du laboratoire Ingénierie des
Matériaux Polymeres.

L'étude bibliographiqgue a montré que la principale difficulté est de parvenir a la
reconstruction du tissu dans son intégralité (épiderme, derme, annexes dermiques et
épidermiques) et d’éviter la formation de cicatrices hypertrophiques inesthétiques.

Les hydrogels bicouches de chitosane ne contiennent aucun matériel cellulaire, et sont
donc plut6t destinés a des brllures profondes peu étendues. Pour ce type de plaies, on peut
envisager une autogreffe, mais celle-ci implique des gestes chirurgicaux complexes, des
délais de soin importants et une cicatrice supplémentaire au niveau du (ou des) site(s)
donneur(s). En effet, les systémes issus de cultures cellulaires nécessitent des délais
importants, et la manipulation de ces dispositifs est complexe avec des installations
spécifiques, qui notamment ne peuvent étre mises a la disposition des militaires engagés sur
le terrain, a moins d'engager des investissements trés lourds.

Comme nous l'avons évoqué précédemment, les propriétés bioactives du chitosane ont
été largement décrites, il en est de méme pour ses propriétés antibactériennes, méme si les
mécanismes d'action biologiques sont mal connus et dépendent pour une part de la forme
physique présentée au milieu vivant.

Sous la forme d’hydrogel, nous avons pu montrer que le chitosane présente également
des propriétés anti-microbiennes. Quant a leur bioactivité, Montembault et al. ont montré
leur intérét des hydrogels physiques pour la régénération du cartilage [2], Chaussard et al.
dans le domaine du comblement osseux et pour la réalisation d’implants pariétaux [3], Ladet
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et al. pour une utilisation de ces mémes hydrogels en tant que bioréacteurs
multimembranaires [4].

En ce qui concerne la cicatrisation cutanée, la preuve de concept apportée par Boucard
et al. a montré que les hydrogels de chitosane ont des propriétés cicatrisantes a court terme
qui méritent d’étre confortées et étudiées de maniere plus précise. C'est dans cette
perspective qu’a été mise en place I'expérimentation E1, d’une durée totale de un an et
menée chez le porc nain, dans le but d’évaluer l'impact de la présence des implants
hydrogels de chitosane a la fin de la période de remodelage, en évaluant la qualité du tissu
cicatriciel a long terme a la fois d’un point de vue fonctionnel, mécanique et esthétique.

L’ensemble du protocole expérimental ayant été décrit dans le chapitre précédent, seuls
les résultats seront présentés ici. Ces résultats font I'objet d’'une publication, retranscrite ici

dans une mise en page similaire au reste du manuscrit.
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1 Introduction

The skin acts as a protective barrier against environmental aggression and the loss of its integrity
can have serious consequences on health. In the case of burn injuries, the first issue to overcome
is the important risk of wound sepsis. Improvements in wound depth evaluation and early
surgical excision of burned tissues have improved patient outcomes; however, even when burns
are not life-threatening, quality of care is decisive to prevent from unaesthetic and/or
unfunctional scar formation.

In a previous paper, we proposed a new acellular biomaterial made of physical chitosan
hydrogels [1]. Results obtained during a preliminary in vivo experiment on third degree burns
healing demonstrated that these biomaterials were well accepted by host organisms, and that
they allow complete skin regeneration. The long term evolution of tissue and its aesthetic and
mechanical properties have remained to be evaluated.

The present study is a one year wound healing experiment after third degree burn during which
we aimed to assess skin quality when regenerated with the permanent bilayered chitosan
physical hydrogels dressing previously described [1], in comparison with conventional dressing
(Tulle Gras®). In vivo and ex vivo tensile tests were performed on scars and native tissues thanks
to a microtensile test machine developed in the laboratory. Clinical observations as well as
histopathological data are presented comparing wound healing with a conventional dressing

material (Tulle Gras®) versus chitosan hydrogels.
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2 Materials and methods

2.1 Chitosan hydrogels preparation

Purification of chitosan

We used chitosan flakes from squid pens and purchased by Mahtani Chitosan (batch n° 113). In
order to purify the polymer, flakes were dissolved at 0.5% (w/w) in presence of an amount of
acetic acid necessary to achieve the stoichiometric protonation of the —NH, sites. The solution
obtained was filtered on 3, 1.2 and 0.45um Millipore membranes. The polymer was then fully
precipitated by the addition of ammonium hydroxide (28% (w/w)). After several washings in
deionised water and centrifugation steps until a neutral pH was achieved, chitosan was
lyophilized. The product obtained was a chitosan of low DA (about 1.5%), high molecular weight

(M, close to 500 000 g/mol evaluated by SEC [1]), and a water content of about 10%.

Preparation of bi-layered hydrogels

Freeze-dried purified chitosan lyophilisates were sterilized by a 20 minutes autoclaving stage at
121°C. All tools, accessories and containers were also previously sterilized with high-temperature
water steam. Solution at 3% (w/w) of chitosan chlorhydrate were prepared in a laminar flow
hood with sterilized deionised water and a stoichiometric amount of hydrochloric acid (37% in
water) necessary to achieve the protonation of all -NH2 sites. The complete dissolution of
polymer was obtained after about 8 hours of mechanical stirring.

Bi-layered physical hydrogels were then prepared as described by fig. 1: a first layer of hydrogel
was obtained from an initial hydroalcoholic mixture of chitosan chlorhydrate solution (3% w/w)
and 1,2-propanediol in a 1/1 ratio. After the complete evaporation of water (corresponding to a
half-weight loss) obtained after a drying thermal treatment in an oven at 50°C, we obtained an
alcogel [2]. Then the aqueous solution of chitosan chlorhydrate (3% w/w) was poured onto the
alcogel. Finally the whole system was placed in gaseous ammonia which is able to diffuse both
through the alcogel and the solution. This step led to the gelation of the solution layer as
previously described [1,3], and to the neutralization of the alcogel. Several washings in sterilized
deionised water ensured the elimination of 1,2 propanediol from the alcogel on the one hand,

ammonium chloride and excess of ammonia from both layers on the other hand.
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The final device is composed of two 4 mm thick layers containing only chitosan and water (fig. 2),
but differing in their morphology [4] and mechanical properties. The softer gel is the gel obtained
from the direct neutralization of the aqueous solution; a harder gel is resulting from the alcogel
route [1]. The device’s shape is determined by the shape of the chosen container but can be
easily adjust to the exact wound’s shape by the use of a scalpel. For our experiment, burns were
square-shaped so we chose square containers, whereas hydrogel showed in fig. 2 was prepared

in cylindrical Petri dish.

Aqueous solution of

chitosan (3w%) \

50°C
M .
Hydro-alcoholic solution Complete evaporation of
(50/50%) water/1,2- water l gazeous
propanediol Polyelectrolyte ‘alcogel’ ammonia
C,=1.5%w/w C,=3%w/w

1 1

| — v
[ 1
| -

R

agueous ammonia 28%w/w

Fig. 1: Scheme of the preparation of bilayered chitosan hydrogel

Fig. 2: Bilayered chitosan physical hydrogel prepared in cylindrical Petri dish. (a) soft hydrogel
layer obtained by aqueous gelation route (wound side) ; (b) Rigid hydrogel layer obtained by
hydroalcoholic gelation route (upper side).

[Photograph courtesy by Oram Dannreuther, OSD photography]
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2.2 In vivo experiment

Animal care

In order to validate the interest of bi-layered chitosan physical hydrogels (BCPH) for skin repair
after 3™ degree burn, the experiment was performed using an in vivo pig model. In accordance
with ethical guidelines established by the National Institute of Health, the procedures were first
approved by the Animal Ethics Committee of the National Veterinary School of Lyon. Five female
Gottingen mini-pigs weighing about 20 kg were purchased from Ellegaard (Dalmose, Denmark).
They were quarantined for 2 weeks before the experiment and daily handled during this
adaptation period to allow further stress minimization. Animals were housed in small individual
boxes in accordance with the legislative standards prescribed by French Ministries of Agriculture

and Environment.

Experimental thermal injury

The aim of this study was to evaluate the long term impact of BCPH on the scar quality after deep
burn injury. Premedication with Vetranquil (0.1 ml/kg) was administered to the mini-pigs twenty
minutes before an intra-muscular injection of Imalgene-Rompun ® (10mg/kg ketamine + 2mg/kg
xylazine). Anesthesia was maintained by a gaseous procedure (Isoflurane 2.5% on 100% O,).
Before the burns, reference lines were tattooed to mark the areas to burn and to ensure a good
follow of wound contraction (fig. 3a). Then four square burns were performed under deep
anesthesia on the back of each animal: two in the caudal thoracic area and two in the lumbar
area. The 5x5 cm? burns were realized by the application, during 30's, of a cubic copper piece
heated at 100°C, with a controlled pressure on the skin of 8 kg/cm? (fig. 3b). In order to avoid
variations in creating the burns, one person created them all. This protocol leads to a third
degree burn of the skin, without lesion of underlying muscles according to previous experiments
(unpublished data). During burn injury, heat was conducted down to deeper dermis that was
then later damaged. This is the reason why an immediate burned tissue resection is usually
performed. In the present study, surgical resection was intentionally performed two days after
burn injuries to be in the worst clinical conditions of skin damage, with no possible self-induced

regeneration of the tissue.
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To avoid any pain after 3 degree burns, analgesia was provided by an immediate post-surgical
injection of 10 mg of morphine (Morphine Aguettant"®) and by a patch releasing 50ug/h of
Fentanyl (Durogesic'"), replaced every 3 days during the first 20 days. Any topical or systemic

antibiotics were administrated during the experiment to prevent any kind of interference with

healing process.

Fig. 3: (a) reference lines tattooed before burns. Surgical resection has been processed between burn edge
and first tattooed line, the second line allowed scar contraction follow; (b)burns induced by the
application of a copper piece heated at 100°C, with a controlled pressure of 8kg/cm?

Study design

Two days after burn injury, the necrotic tissues were removed by surgical resection of the four
burned areas of each animal.

The surgical areas were then covered by two different devices randomly displayed on each
wound area, to ensure a double blind evaluation of healing advancement: two lateral wounds
were filled with BCPH after adjustment of their shape to that of the resection zone (fig. 4) and
the two contralateral others with Tulle Gras . A complementary wound dressing composed with
a polyurethane micro-porous film (Tegaderm®), sterile compresses and Elastoplast® was used to
protect and keep devices in position. The wounds were controlled every two days during all the
healing period. A key point in this study was to keep chitosan hydrogels in place until complete
epithelialization whereas only Tulle Gras~ was replaced every two days. Hemorrhage due to
resection was limited by the use of electrocautery. A limited amount of blood could therefore
have penetrated into the hydrogels, especially the softer part (see figure 4a). The exudates
penetrated within structure of both hydrogel layers later during the reconstruction phase of the

dermis and epidermis (fig. 4b). During the year after injury, clinical investigations were
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performed in the five mini-pigs: weight control, burn area measurement, assessment of skin
mechanical properties (durometry measurements, in vivo and ex vivo tensile tests). For each
animal, skin biopsies were collected on healthy skin and in burned areas, after seven months

from the two front wounds, and after 12 months from the two back wounds, in order to allow

histological investigations.

Fig. 4: (a) implantation of chitosan hydrogel in surgical defect (day 0)
(b) Implanted hydrogel at day 7: exudates have penetrated hydrogels. (on this photograph, the
hydrogel is covered by a polyurethane film. The blue thread is a suture used to maintain
complementary dressing, especially sterile compresses during animal moves)

Mechanical testing

In vivo tensile tests were performed thanks to a specific device developed in the laboratory
(fig. 5a). This device is composed of a micro tensile test machine and two swerved metallic pads
fixed to a displacement device. To avoid any flexion stress on the load cell, a rod/ball-bearings
system has been used in order to guide pads’ displacement (fig. 5b).

The distraction pads (see figure 5c) are stuck on the pig skin at a distance of 10mm, thanks to
cyanoacrylate glue (Loctite Super Glu 3). These pads are connected to a 100N load cell (HBM
U2B), and a LVDT strain sensor (Sensorex). Loading/unloading cycles with maximum force 10N

were conducted at a cross-head speed of 2 mm/min.
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1 Support plaque 10 Covers

2 Fixed cross-head (stainless steel) 11 Gear box bearing flange

3 Force flange (stainless steel) 12 Clamps

4 Shaft (stainless steel) 13 Planettary roller screw

INA RGT 12 series

5 Mobile cross-head (stainless steel) 14 Cotter @ 6mm

6 Force Transducer 15 Ball bushing @ int 12mm
HBM USB 100N Bosch Rexroth RO600 012 00

7 Locknut 16 Support for LVDT push rod

8 Tubular clamp support 17 LVDT mounting block

9 Fixed Cross-head

Fig. 5a: General scheme of tensile-test machine. The DC motor (Portescape 28L28-416E.49) and
gearbox (Portescape R32.0138) are not represented for clarity.

151



Shaft (stainless steel)

Shaftbloc SKF
ref 2201481

Linearball bearing

SKF ref. 2203105

Splitted cylindrical bearing
(Dural)

Guide rods (Dural)

Pads (Dural)

Swivels (Dural)

Fig. 5b: Rod/balls-bearings system used to swerve pads in order to avoid flexion stress on load cell.

Fig. 5c: Geometry of aluminum pads stuck on pigs’ skin for in-vivo tensile tests.
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There is no standard procedure for the estimation of the mechanical properties of the cutaneous
tissue by distraction experiments. In this work, a variety of experimental parameters such as the
pad shapes and sizes, the cross-head speed were not investigated in details and will not be
addressed here. In addition, the peripheral force contribution due to the deformation of
surrounding tissues will not be discussed [5]. The experiments are carried out for comparison

purposes.
In vivo results were displayed as the load vs. nominal strain (A¢/fo with A/=(-/o, where / is the

distance between the two pads stuck on the skin and /o the initial distance). The results obtained
with each scar were compared with those obtained with native skin evaluated close to the
studied scar. We indeed observed that mechanical properties are significantly different

depending on the localization of the tested skin on the back of the animals.

Ex vivo tensile tests were also performed on resected skin strips of approximately 10mm wide
and 24 mm long. The jauge distance between clamps was close to 10 mm, so that the area
stretched was 100 mm?®. Two load/unload cycles were performed at a cross-head speed of
2 mm/min until the maximal loads of 50 N and 90 N respectively.

Ex vivo tensile tests are displayed as average stress (defined as the ratio of the load on the cross-

section of the sample) vs. nominal strain.

To assess skin hardness, a Shore O durometer (Hildebrand — HD3000) was used to measure
native skin and scars hardness. Five measurements were performed on each tested area,

immediately after the application of the indenter.

Histology

For histological analyses, the skin biopsies were fixed in 10 % phosphate buffered formalin,
embedded in paraffin, sectioned, and stained with HE for cellular content evaluation. Periodic
Acid Schiff (PAS) staining and several specific antibodies were used for an immuno-histochemical
study of regenerated skin (table 1). All antibodies were tested before the experiment on pig
native skin biopsies to assess their specificity, which could have been different from specificity

usually observed for human tissues.
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After re-epithelialization of wounds, the external and remaining part of chitosan hydrogels that
was not integrated in the wound dried and finally separated from the reconstructed tissues.
These dry residues were collected and also studied after by histology to a better understanding

of the interaction mechanisms between the tissues and the BCPH implants.

Stainers and antibodies Specificity
PAS Basal laminae
AE1-AE3 All kind of cytokeratins
Ki67 Dividing cells {cell multiplication index)
Bla36 B cells and dendritic cells
cD3 Tcells
HM57 Macrophages
5100 Protein Langherans cells, dendritic cells, Schwann cells
Factor VIl Endothelial cells
Collagen IV Basal laminae

Table 1 : Immuno-histochemical antibodies and their specificity for the histology studies

3 Results

3.1 Burn injuries

In a first step, the effect of the application of the burning device was studied by histology
examination of the sections of burned skin collected immediately after the burn, with hemalun
and eosin (HE) staining (fig. 6). The burn protocol effectively induced a 3" degree burn, since
epidermis and upper dermis were completely destroyed: no cell could be observed in the burnt
tissue, and collagen fibers bundles were hardly identifiable anymore. Deep blood vessels had an
abnormal homogeneous aspect and endothelial cells could not be identified. Cracks in hair bulge

indicate that deep dermal hair follicles and glandular structures are also damaged.
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Fig. 6: Hemalun-Eosin stained sections of burned skin, immediately after the injury. No cell can be
observed and collagen fibers bundles are hardly visible. Epidermis and upper dermis appear
completely destroyed. Deep dermal hair follicles and glandular structures are also damaged since
there are cracks in hair bulge.

3.2 Clinical observations during wound healing

During the year after burn injury, scars were observed and measured every two days during the
first month, then once a week, and then once a month from the fourth month of the experiment
up to one year.

During the first days of healing, dermis regenerated and filled the surgical hole, in particular
those containing the bi-layered hydrogels. Then, epithelialization of treated wounds occurred
from the borders of the wound with both with Tule Gras and BCPH treatments. After re-
epithelialization (namely after about 20 days), the remaining part of the BCPH dried since they
weren’t in contact with biological fluids anymore, and finally fell out. Wounds were then only
covered by Tegaderm®, compresses and Elastoplast®. Tulle Gras® was maintained on reference

wounds during the first month, and then were only covered by Tegaderm® and Elastoplast®.
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Whatever the treatment, scars appeared retractile (fig. 7 and 8): about 40% contraction of the
burn area appeared during the first month, lightly higher with BCPH. As shown by figure 7,
retraction induced X-shaped scars with a higher retraction in the sagittal direction. Then
retraction stopped during the second and third month of healing, and then decreased because of

the counterbalancing effect of the growth of the animals, as shown by the evolution of reference

area surface.

Day 2 Day 28 Day 60
Left thoracic burn f — HT
|

|
! . B
Right thoracic burn

Day 123 Day 150 Day 185

Fig. 7: traced tattoo (2™ line) of the two thoracic wound areas during the first 206 days of
healing. A similar contraction of scar tissue was observed with Tulle Gras® (left burn) and BCPH
(right burn).
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Fig. 8 : Evolution of mean scar surface (n=5) during the first seven months normalized by the scar
surface measured at day 2 for BCHP and Tulle Gras® treatments. The reference area displays an

Chitosan hydrogels were remarkably well accepted by host organism, i.e. no irritation or pain or
harmful effect on the biological functions was clinically observed which confirmed Boucard et al.
observations during their preliminary experiment. Although BCPH and Tulle Gras® dressings
induced a comparable retraction, the scars obtained with chitosan hydrogels appeared

significantly softer or smoother by skin pinching manual examination. These somewhat

1 : I = I g I s I ., I . I L I g
Day2 Month1 Month 2 Month3 Month4 Month5 Month 6 Month 7

healing time

increase due to animal growth.

subjective observations were confirmed by several in vivo and ex vivo mechanical analyses.

3.3 Mechanical properties of regenerated skin

Durometry

Durometry was performed on the scars and native control skin 12 months after the burn. Native

skin gave the lowest hardness values, indicating that the native tissue is more compliant in

compression perpendicular to the cutaneous plane.



The regenerated skin obtained with BLCP hydrogels showed lower hardness values than tissues
obtained with Tulle Gras® (table 2). A Wilcoxon rank sum test performed on the BCPH and Tulle
Gras® treated scars series exhibited a p-value close to 0.63, indicating that the difference,
although observed, is not highly significant.

Each shown result is an average of five measurements performed on each area. The
measurements exhibited relatively high dispersion and were impaired by anatomic parameters,
especially the presence or absence of the ribs under the tested area which affect the depth of
indentation. Moreover the results were impacted by the width of underlying hypodermis

subcutaneous tissue that varied between individual and impacts on the measured hardness.

Tulle Gras®
Native Skin Chitosan hydrogel treatment treatment
Pig 1 27 (£ 4) 32 (x5) 37 (x 6)
Pig 2 27 (£5) 44 (£ 4) 50 (+ 3)
Pig 3 35 (+5) 41 (£ 6) 48 (+3)
Pig 4 19 (£ 5) 25 (£ 3) 28 (+ 4)
Pig 5 34 (+ 4) 35 (+12) 29 (£5)
Mean 28.4(+ 1) 35.4(+1.2) 38.4 (£ 1)

Table 2: Shore O durometry results obtained after one year of healing. (Shore units 0-100) with
standard deviation.

In vivo tensile tests

Figure 9 displays an example of a mechanical characterization with two successive hysteresis
loops, the tensile axis corresponding to the sagittal direction. The loading curves exhibit a load vs
strain increase with upward curvature that is also found in previous distraction studies of the
mechanical properties of skin in vivo [5-9]. A mechanical dissipation with a stress softening effect
is observed, apparently similar to the so-called Mullins effect classically described for filled
elastomers [10-12]. Such behavior was successfully used to compare the mechanical properties
of native skin and scars [5].

We observed that the softening effect was partly recovered at the second cycle, since the loading
curve of the second cycle is clearly above the unloading curve of the first cycle. Such recovery is
allowed during the time (close to 3 minutes) corresponding to the unload/load time during when
the load was close to zero. This recovery effect is still in phenomenological correspondence with
the Mullins effect recovery associated with the reorganization of the filler-polymer network. In
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the case of skin tissue, the apparent Mullins effect is connected to the evolution with strain of
the collagen network present in the dermis extracellular matrix. The softening effect is thus
related to (i) the orientation of collagen fibrils and (ii) the redistribution of water in the

extracellular matrix.

10 /
1st load
- -=-1st unload
—2nd load ;
= | e 2nd unload
o 5 -
® .
o]
-
0 4
T T T T T ¥
0 20 40
&10N

Strain (%)

Fig. 9: In vivo tensile test performed on native skin. Hysteresis loops indicate a loss of mechanical
properties after the first load, and a partial recovery phenomenon for the second load.

The results obtained with Tulle Gras® or BCPH can be compared with results obtained with native
skin surrounding each wound. We observed in all case that the strain at maximal load &0y (as
defined in figure 9) is lower for scar tissues than for native skin (fig. 10 and 11): the p-values of
significance student tests are close to 0.064 and 0.041 for BCPH and TG respectively.
Nevertheless BCPH scar tissues are significantly softer than Tulle Gras® as shown in fig. 11. A
student test carried out on the difference values shows that the normalized BCPH strain values at

10N are significantly higher that the normalized strain values obtained for Tulle Gras® (p=0.042).
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Fig. 10 : Example of comparisons of the first load/unload cycle performed on skin during in vivo

tensile test, with the two different healing process. As a control, tensile test was performed in the
native skin zone surrounding the regenerated skin tested.
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Fig. 11 : Scar/Native-skin 10 N average strain ratio

Ex vivo tensile tests

Stress-strain curves obtained during ex-vivo load/unload cycles are in accordance with those
obtained during in vivo tensile tests. The Mullins effect was also clearly evidenced, with a
mechanical dissipation loop, associated to the softening effect during the tensile test. For these
ex vivo tests, results are displayed as average stress (defined as the ratio of the load on the cross-
section of the epidermis + dermis samples) vs. nominal strain, for each load/unload cycling

(fig. 12).
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For all animals, native skin presented the softer stress/strain cycle trajectories, whereas the
regenerated skin with Tulle Gras® healing dressing exhibited the highest stresses. Results
obtained with BCPH-healed skin were closer to those obtained with native skin samples for load
and unload stages.

Such behavior differences are probably due to a difference in the collagen network, Tulle Gras®
yielding to a more rigid collagen network. It is not known if the density and the size of the
collagen fibrils are indeed impacted by the regeneration conditions. In order to evidence such
morphological evolution, histological analyses were used to determine in details the structure of

native and reconstructed tissues.

. First and second load cycles
35 coeee- Tulle Gras
{ - ---Native skin
3.04 ——BCP Hydrogel

Nominal Stress (MPa)

Nominal Strain (%)

Fig. 12: stress/strain curves obtained during ex vivo tensile test, during two load/unload
mechanical cycles at increasing applied stress.

3.4 Histology

3.4.1 General skin organization

Whatever the healing device used, after one year experiment HE staining revealed a complete
reconstruction of tissues. As shown in fig. 13 there’s no sign of any inflammation in the deep or
superficial dermis, and epithelialization was complete. Collagen fibers bundles were in all cases

of normal size, quantity and shape, and seemed well organized: there were thin bundles parallel
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to dermo-epidermal junction in upper dermis and thicker bundles in deep dermis. Epidermis was
in all studied samples of normal organization and thickness, and keratinocytes were of normal

size, shape, and organization.

Fig. 13: HE staining of skin biopsy after one year experiment. a,d : normal skin ; b,e : chitosan
hydrogel healing ; c, f :Tulle Gras® healing

3.4.2 Epidermis and dermo-epidermal junction

Immunohistochemistry revealed that for both healing devices, epidermis is quite similar to native
skin epidermis, in term of general aspects and width. Cytokeratin AE1 AE3 staining (fig. 14) was
identical in all cases, evidencing that keratinocytes synthesized the same kind of cytokeratins. All
indicated that epidermal differentiation was normally going on. The assessment of cell
proliferation in epidermis was performed by the detection of Ki67 antigen in the granular
components of the nucleolus during late G1, S, G2 and M phases. Staining was limited to basal
layer meaning no anarchic keratinocytes proliferation. It results that cell proliferation is

comparable for native skin, and for both kinds of scars (fig. 15).
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Fig. 15: Ki67 antigen. a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras® healing. Arrows indicate

indentified dividing cells.
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The quality of dermo-epidermal junction was assessed through collagen IV staining by specific
antibody and PAS staining methods. Type-IV collagen is indeed a type of collagen found primarily
in the basal lamina; PAS staining is mainly used for staining structures containing a high
proportion of carbohydrate macromolecules (glycogen, glycoprotein, proteoglycans), typically found
in basal laminae. Collagen IV was clearly stained in the dermo-epidermal junction of native skin
and skin healed with chitosan, but for some biopsies of scars obtained with Tulle Gras® healing
method, a faint staining of collagen IV can be observed in dermo-epidermal junction, as shown in
fig. 16. Nevertheless PAS staining method shows no difference between the three kinds of
samples observed (fig. 17). We concluded that epidermal basal laminae were quite similar in

scars and in native skin.

ottt

Fig. 16 : coll IV antibody staining.

a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras®.

Fig. 17 : PAS staining. a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras® healing
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3.4.3 Vascularization

Skin vascularization was assessed thanks to endothelial cells staining by the use of Factor VIII
antibody since Factor VIII related antigen is present in endothelial cells [13]. Angiogenesis is a
normal and vital process in growth and development, as well as in wound healing. Immuno-
histochemestry showed endothelial cells of normal size, shape and organization, forming blood

vessels in upper and deep dermis, in both kinds of scars (fig. 18).

Fig. 18: Evidence of endothelial cells thanks to Factor VIII antibody.
a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras® healing

3.4.4 Skin immuno-efficiency

The B Lymphocyte Antigen with a molecular weight of 36 kD (BLA36) is a membrane associated
glycoprotein expressed on early progenitor B cells and B cells. In pig skin, BLA36 antibody also
highlights epidermal and dermal dendritic cells, as shown in fig. 19. Epidermal dendritic cells
(Langherans cells) are immune cells whose main function is to process antigen material and
present it on the surface to other cells of the immune system, thus functioning as antigen-
presenting cells. They act as messengers between the innate and adaptive immunity. Once
activated, they migrate to the lymphoid node where they interact with T cells and B cells to
initiate and shape the adaptive immune response.

T cells are highlighted in fig. 20 thanks to CD3 antibody. Some T cells are visible in normal
proportions surrounding blood vessels, in all cases.

HM57 antibodies revealed no visible macrophage in native or regenerated skin (fig. 21)
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The use of Bla36, CD3 and HM57 antibodies leads us consider that after one year there’s no
remaining inflammation in regenerated skin since no macrophage cells can be observed and T

cells are in normal proportions around blood vessels. Regenerated skin can also be considered as

immuno-efficient, since Langherans cells can be observed in epidermis.

Fig. 19: Evidenc of dendritic cells thanks to Bla6 antibody.
a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras® healing

Fig. 20: T cells staining thanks to CD3 ntigen.
a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras® healing
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Fig. 21: HM57 antibody for macrophages evidence. a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle
Gras® healing. No visible macrophage, in any biopsy.

3.4.5 Skin innervation
Endly, we used a standard immune-histochemical assay with an antibody against S-100 protein
as a means of identification of nerves. It showed that nerves are rebuilt in upper and deep

dermis whatever the device used (fig. 22).
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Fig. 22: 5100 protein antibody. a: normal skin; b: chitosan hydrogel healing; c: Tulle Gras® healing

3.4.6 Histological study of BCPH

Histochemical observations were also performed on chitosan hydrogels used for wound healing.
They were dehydrated and embedded in paraffin, sectioned, and stained with HE for optical
microscopy observation. Results showed in fig. 23a&b attest of an important cellular colonization
of hydrogels devices. Some laminar structures seemed to be formed in the vicinity of hydrogel
internal cracks, and close to the surface of the external gel. In these areas of hydrogels, cells
were in contact with air. AE1 AE3 antibody staining revealed that these laminar structures are

made of cytokeratins (fig. 23c&d), organized quite like Stratum Corneum.
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Fig. 23 : Histological observation of implanted hydrogel removed from the wound after 20days of

healing. a,b: HE staining; c,d: cytokeratin AE1 AE3 staining.

4. Discussion

Preparation of hydrogels.

In this work, BCPH were prepared in a laminar flow hood with sterile chitosan flakes and sterile
equipments instead of a final sterilization step, in order to preserve final mechanical properties
of the devices. Boucard et al. studied the influence of autoclaving sterilization conditions [1] and
showed that the decrease of molecular weight of chitosan after high-temperature steam
sterilization treatment is lower in solid form than in liquid or gel forms. To our knowledge, there
was no previous study evidencing the potential impact of autoclaving on the biological properties

of physical chitosan hydrogels.
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In addition, during BCPH preparation, the second layer adhesion on the first one is due to a
partial re-dissolution of the first layer surface by the acidic chitosan chlorhydrate solution poured
to form the second layer. This favoured chains diffusion between the two layers and led to the
formation of a glue joint at the interface that did not allow to separate the gels without beaking
the hydrogel layers themselves. The external layer, obtained by the hydroalcoholic route,
provides higher mechanical properties and water supply for the whole healing device, whereas
the internal layer, softer, constituted the bioactive interface directly in contact with the wound.

Rivas et al. [4] showed that the gelation route largely impacts the morphology of hydrogels
through the effect of the solution viscosity. In the alcoholic gelation route, the progressive
evaporation of water leads to the formation of an alco-gel that will dissolve in presence of water.
Neutralization stabilization of such gels leads to a quasi isotropic organization whereas
neutralization of solutions of chitosan leads to an anisotropic morphology, eventually with
micron-range capillary tubes. This phenomenon is explained by the lower viscosity of chitosan
solution which allows the formation of periodic streamlines at the sol-gel interphase whereas
these periodic streamlines do not occur when neutralizing alco-gel because the transition layer is
highly viscous. From this difference in micro-structural organization, we may expect different

biological behavior for each kind of hydrogels.

Skin regeneration.

The main advantage presented by BCPH devices is that they did not have to be replaced every
two days contrary to the control healing device Tulle Gras®. This prevents pain and risks of
infection and daily care duration, in civilian or military contexts, is also significantly reduced.
Wound contraction is about 40% with BCPH and Tulle Gras® and can be explained by the
important skin deficiency due to the extended initial tissue resection. It is important to notice
that animals’ youthfulness favor a rapid healing and so has a potential effect on wound
contraction.

Mechanical properties of regenerated skin were qualitatively similar to those of native skin,
especially with BCPH. Load-extension curves display a first regime (below 15%) during which a
extension can be operated at low load or stress values. In the second regime at higher
deformations stiffening occurs with absence of linearity and an upward concavity in the

load/stress vs deformation curves. The first regime can be related to the extension of the elastin
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network, whereas the second regime is associated with the deformation of the collagen network.
Mechanical hysteresis phenomena observed in and ex vivo suggest a strain-induced softening
effect; nevertheless a partial recovery occurs between the first unloading curve and the second
load curve as it is classically described in the description of Mullins effect in filled elastomers.
Such dissipative and recovery phenomena can be explained by collagen network/water
rearrangement during the mechanical test [14]. Thus we can conclude that a part of the
structural rearrangement of the hydrated collagen network is reversible within short times, for
all healed wound and native skin. On application of macroscopic deformation, a partial local
dehydration/rehydration is likely to occur with applied hydrostatic pressure, as it is observed
classically with other hydrogels. An other source of mechanical dissipation and recovery is the
structural evolution of the collagen fibrils with strain-induced reorientation. Nevertheless, a
significant component of deformation (fibril breakage, inter-fibrillar slippage) will not recover
within the experiment time, in the strain range investigated here. Additional experiments, with
longer recovery times have to be performed to quantify the recovery kinetics and the proportion
of recoverable mechanical properties.

On a quantitative approach, scars exhibited a higher stiffness that native skin, especially Tulle
Gras® is significantly stiffer. The BCPH scars exhibit an intermediate modulus or stiffness
between native skin and Tulle Gras® scar. Of course, it suggests a different elastin content and/or
a different fiber arrangement in collagen structure. Histological study of native and scar tissues
(in the length scale above the micron up to macroscopic sizes) did not evidence a difference in
the dermis collagen network structure. It revealed that regenerated skin organization is generally
the same as native skin, in terms of cellular content, innervation and vascularization. Neo-tissues
can also be considered as functional since they are able to insure its barrier properties, especially
in terms of immune efficiency, although hair follicles and glands were not reconstructed.

Massive cellular colonization of dried BCPH indicates an important affinity of cells for the device
and suggests that it could be used as a support for skin graft culture for example. Presence of
cytokeratins in the hydrogels means that keratinocytes are able to differentiate in BCPH as they
do in a natural epidermis. Further investigations are required to understand biological
mechanisms responsible of this cellular colonization and its kinetics [Cf chapitre suivant].

Similar bilayered chitosan hydrogel devices were prepared previously and analyzed in a similar

context [1]. Nevertheless, the hydrogel-tissue interactions were described with profound
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differences, invoking a complete absence of cells in the hydrogels, even 20 days after
implantation. This scenario would imply that the hdrogels are only supports for tissue
reconstruction. This scenario is in complete disagreement with the results reported here
(compare figure 22 in this work and figure 3 in Boucard, 2007 [1]) with the colonization of
hydrogels and a proper differentiation of cells in both hydrogel layers. Thus, the hydrogels

appear as remarkably chemiotactic scaffolds.

In conclusion, BCPH assemblies can be considered as a promising alternative to existing healing
devices, since they lead to a functional regenerated skin with mechanical properties close to
native skin, without usual painful dressings replacements. BCPH are easy to handle and safe since
they contain only chitosan and water, moreover the intrinsic antibacterial and antifungal
properties of chitosan hydrogels [Cf chapitre suivant] are of great interest for burn healing
applications. The present study showed an important cell affinity for chitosan hydrogels which is
clearly encouraging for their use as scaffolds in the field of tissue engineering. Kinetics of cellular
colonization and biological exchanges between chitosan hydrogels and host tissue have to be
further studied for a better understanding of bioactive properties of BCPH, their interaction with

cells and their future improvements [Cf chapitre suivant].
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3eme partie: Scénario de la cicatrisation cutanée en

présence d’hydrogels physiques de chitosane

Les résultats obtenus au cours de I'expérimentation E1 ameénent plusieurs interrogations,
en particuliers quant aux types d’interactions entre le chitosane et le milieu biologique. Il
semblerait en effet, si 'on considére I'étude histologique des hydrogels implantés, qu’il
existe un mécanisme de dégradation des gels favorable a la construction du tissu vivant. Les
hydrogels sont donc colonisés par les cellules au cours de la cicatrisation, et nous avons
voulu savoir qu’elle était la cinétique de cette colonisation et quels étaient les acteurs
cellulaires concernés afin d’établir un « scénario » de la cicatrisation en présence d’hydrogels
physiques bicouches de chitosane. Par ailleurs, les résultats obtenus par Boucard et al.
n’indiquaient aucune colonisation cellulaire des dispositifs, aussi nous nous sommes
intéressés a l'origine de cette différence entre les deux études et avons décidés d’étudier de
plus pres les hydrogels aprés implantation. En particulier nous avons choisi d’étudier
I'influence probable de la morphologie de I'hydrogel - liée a sa fabrication par voie aqueuse
ou hydroalcoolique — sur la colonisation cellulaire.

C’est dans cette perspective qu’a été menée I'expérimentation E3 pendant 35 jours, chez
deux porcs charcutiers. L'ensemble du protocole expérimental a été décrit dans le chapitre
précédent et les résultats feront prochainement I'objet d’une publication, retranscrite ici

dans une mise en page similaire au reste du manuscrit.
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1 Introduction

The interest of hydrogels in the field of tissue engineering has been evidenced for many
years. Chitosan-based hydrogels have several advantages compared with synthetic
materials, especially in terms of absence of toxicity and moderate inflammatory reaction.
The bioactive properties of chitosan physical hydrogels have been studied in several studies
[1-3], but the underlying biological mechanisms remains largely speculative. In several
studies, the devices were described to be not colonized by surrounding cells [1-3], whether
the experiment was carried in or ex vivo. Chitosan physical hydrogels are indeed indicated
for wound healing and tissue repair for different tissues (cartilage, peritoneous membrane,
skin...). Several authors showed the effectiveness of such hydrogel devices for skin
regeneration after deep burns in pigs and rat models [3,4] and underlined the clinical
interest of these dressings, since they don’t need to be replaced during the whole healing
period, although a complementary dressing is necessary to avoid the drying of the hydrogels.
Boucard et al. performed histological analyses on implanted devices used during the
experiment carried in pigs and observed no cellular colonization of the materials after 21
days [3]. However, in a more recent wound healing study, the same devices appeared to be
colonized by a large amount of cells on the same model. Cytokeratins were also observed in

the bulk of hydrogels and at the surface of cracks, meaning keratinocytes infiltration and
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differentiation. These new observations required further experiments to understand cellular
colonization mechanism and its kinetics. The present study was designed for this purpose
and consists of histological analyses for cellular content evaluation of implanted bi-layered

chitosan hydrogels at different healing times.

2 Materials and methods

2.1 Chitosan hydrogels preparation

Purification of chitosan

We used chitosan flakes from squid pens purchased from Mahtani Chitosan (batch n® 113).
In order to purify the polymer, flakes were dissolved at 0.5 % (w/w) with an amount of acetic
acid necessary to achieve the stoichiometric protonation of the —NH; sites. The solution
obtained was filtered on 3, 1.2 and 0.45 um Millipore membranes. The polymer was then
fully precipitated by the addition of ammonium hydroxide (28 % (w/w)). After several
washings in deionized water and centrifugation steps until a neutral pH was achieved,
chitosan was lyophilized. The obtained lyophilizate was a chitosan of low DA (about 1.5 %),
high molecular weight (M,, close to 500 000 g/mol) determined by size exclusion
chromatography (SEC). SEC was performed by means of an IsoChrom LC pump (Spectra-
Physics) connected to a Protein Pack glass 200 SW column and a TSK gel 6000 PW. A Waters
410 differential refractometer and a multiangle laser-light scattering detector operating at
632.8 nm (Wyatt Dawn EOS) were connected on line. A 0.15 M ammonium acetate / 0.2 M
acetic acid buffer (pH4.5) was used as eluent. Chitosan was dissolved in the buffer
(1 mg/mL), filtered on 4.5 um Millipore membrane and then injected (100 uL). In our case,
the refractive index increment dn/dc was evaluated at 632 nm and found equal to
0.196 cm*/g [5].

The water content in the initial chitosan flakes was close to 10% w/w as determined by
thermogravimetric analysis (DuPont Instrument 2950). About 10 mg of chitosan was
analysed under a helium flow, operating at a ramp of temperature of 2 °C/min, from 30 to

50 °C.
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Preparation of bi-layered hydrogels

Freeze-dried purified chitosan lyophilisates in the free amine form were sterilized in the solid
state by a 20 minutes autoclaving stage at 121°C (Matachana table-top steam sterilizer), in
accordance with Boucard et al. [3]. In addition, all tools, accessories and containers were
also previously sterilized with high-temperature water steam. Chitosan chlorhydrate
solutions at a concentration of 3% (w/w) were prepared in a laminar flow hood with
sterilized deionised water and a stoichiometric amount of hydrochloric acid (37% in water)
necessary to achieve the protonation of all -NH, sites. The complete dissolution of polymer
was obtained after about 8 hours of mechanical stirring.

Bi-layered physical hydrogels were then prepared in sterile conditions as described by fig.1:
a first layer of hydrogel was obtained from an initial hydroalcoholic mixture of chitosan
chlorhydrate solution (3% w/w) and 1,2-propanediol in a 1/1 ratio. After the complete
evaporation of water (thus corresponding approximately to a half-weight loss) obtained
after a drying thermal treatment in an oven at 50°C, we obtained an alcogel [6]. Then a layer
of aqueous solution of chitosan chlorhydrate (3% w/w) was poured on the previous alcogel.
Finally the whole system was placed during about two hours in gaseous ammonia vapors
which diffuse both through the gel and the solution. This step led to the gelation of both the
solution and alcogel layers as previously described [3,7], by the neutralization of protonated
amine functions. The adhesion between layers was due to a partial re-dissolution of the
alcogel layer surface by the acidic chitosan chlorhydrate solution poured to form the second
layer. This favoured chain interdiffusion between the two layers and led to the formation of
a "glue" joint at the interface.

Several washings in sterilized deionised water ensured the elimination of 1,2 propanediol
from the alcogel layer on the one hand, ammonium chloride and excess of ammonia from
both layers on the other hand.

The final wound healing device (fig. 2) is composed of two 4 mm thick layers containing only
chitosan (neutralized form, with concentration close to 3% w/w) and water. The layer
obtained by the hydroalcoholic way provides higher mechanical properties and water supply
for the whole multilayer system whereas the second layer, softer, is in close contact with the

wound. Final devices were kept in sterile deionised water until their use.
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Fig. 1: Processing of bilayered chitosan hydrogel
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Fig.2: Bilayered chitosan physical hydrogel. (a) soft hydrogel layer obtained by aqueous gelation route
(wound side) ; (b) Rigid hydrogel layer obtained by hydroalcoholic gelation route (upper side).

2.2 In vivo experiment

Animal care

In order to study the bioresoption and the wound healing mechanism in presence of bi-
layered chitosan physical hydrogels (BCPH), the experiment was performed in an in vivo pig
model. In accordance with ethical guidelines established by the National Institute of Health,
the procedures were approved by the Animal Ethics Committee of the National Veterinary
School of Lyon. Two female Landrace pigs weighing about 20 kg were purchased from. They
were quarantined for 2 weeks before the experiment and daily handled during this

adaptation period to allow further stress minimization. Animals were housed in small
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individual boxes in accordance with the legislative standards prescribed by French Ministry

of Agriculture and Environment.

Study design

The aim of this study was to get a better understanding of biological phenomena involved in
wound healing in presence of BCPH. Premedication with Vetranquil (0.1 ml/kg) was
administered to the pigs twenty minutes before an intra-muscular injection of Imalgene-
Rompun® (10mg/kg ketamine + 2mg/kg xylazine). Anesthesia was maintained by a gaseous
procedure (Isoflurane 2.5% on 100% 0O,). Under deep anesthesia, ten circular chirurgical
wounds of 3 cm diameter were punched on the back of each animal symmetrically to the
sagittal plane. All dermis, epidermis and hypodermis were removed. Hemostasis was
achieved with sterile compresses before implantation.

To avoid any pain, analgesia was provided by an immediate post-surgical injection of 10 mg
of morphine (Morphine Aguettant’) and by a patch releasing 50pg/h of Fentanyl
(Durogesic’), replaced every 3 days.

All wounds were filled with chitosan bi-layered hydrogels (Fig. 3). The soft layer processed
from the neutralization of the solution was placed internally and the harder gel processed
from the alcogel route in the external orientation. A complementary dressing composed of a
polyurethane micro-porous film (Tegaderm®), sterile compresses and Elastoplast® was used
to protect and keep implanted devices in position.

The multilayered gels were never replaced during the experiment but removed one by one
at different healing times (day 2, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 28 and 31) for histological studies

® ., . ®
whereas Tegaderm films, sterile compresses and Elastoplast bandages were replaced every

two days.

Fig.3: implanted bilayered chitosan physical hydrogels covered with Tegaderm?® film.
181



For histological analyses, gels sample were fixed in 10 % phosphate buffered formalin,
embedded in paraffin, sectioned with a microtome (thickness of 5 um), and stained with

Hemalun-Eosin (HE) for optical microscopy evaluation.

3. Results

Histological analysis 2 days after hydrogels implantation showed infiltrated inflammatory
cells in hydrogels cracks (fig. 4a), which were polymorphonuclear cells (PMN), mainly
eosinophilic PMN. In the surrounding of these cells, tinctorial properties of hydrogel are
changed (fig. 4b) with darker zones after HES coloration, which may indicate changes in
polymer structure or hydrogel enrichment by components of the extracellular matrix. In the
colonized parts of the gels, fibrillar structures can be observed in the cracks that are formed
in the bulk hydrogel (Fig. 4c). The use of AE1-AE3 specific antibody stainer showed that these
fibrillar structures were actually keratin (Fig. 4d). The presence of keratin is an indication
that keratinocytes are already present within the colonized zones of the hydrogels even at
very early stages of implantation. It is not known if such keratinocytes have effectively
invaded the accessible regions of hydrogels from the surrounding tissues or if they
originated from more pluripotent cells and differentiated locally in presence of the hydrogel

matrix.
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Fig. 4: HE staining of BCPH removed after 2 days of wound healing. (a) Infiltration of
inflammatory cells in hydrogels splits; (b) Front of cell colonization and resulting BCPH
tinctorial properties modification; (c) Formation of fibrillar structures in the surrounding of
invaded hydrogel zones; (d) Identification of the fibrillar structure with cytokeratin AE1 AE3
specific antibody (brown).

Following the first infiltration of PMN, histological analysis showed other kind of
inflammatory cells 4 days after hydrogels implantation namely macrophages, lymphocytes,
plasmocytes, and mesenchymal cells. Fibroblasts were also observed, even if no collagen
fibers could be evidenced. Part of the hydrogel bulk was almost completely colonized by
cells, and only some fragments were remaining, surrounded by numerous macrophages and
giant polynuclear cells (fig. 5a). Remaining gel particles were gradually fragmented,
infiltrated by cells and phagocyted (the phagocyte cell circled in fig. 5b is full of hydrogel).

Hydrogels were colonized by erythrocytes (fig. 5c), serum, fibrin, etc. because of blood and
exudates infiltration, and thus became favorable medium for extracellular matrix formation
and neo-vascularization. The hydrogel aspect continued to change to a granular aspect (fig.

5d). Endothelial cells organized around the erythrocyte-rich domains and formed capillary
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neo-vessels (fig. 5e and 5f). Interestingly, at this step of healing, colonized hydrogels could
be considered as an incipient dermis devoid of collagen fibrils, with a high cell-content and

vascular network in formation.

Fig. 5: HE staining of BCPH removed after 4 days of wound healing.
(a) little BCPH fragments surrounded by numerous macrophages and giant polynuclear cells; (b) BCPH
particle being gradually phagocyted : black arrows show giant polynuclear cells; (c) A large amount of

erythrocytes infiltrated hydrogel bulk; (d) granular aspect of chitosan (circled), erythrocytes,
fibroblasts and endothelial cells (rectangular insert); (e) Endothelial cells (black arrows) organized
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around erythrocytes, fibroblasts (F) and T cells (T); (f) Blood vessels forming a well-organized vascular
network.
Observations were different from each other depending on the histological slice observed

and depending on the selected slice area for observation. At day 4, the same sample could
indeed present non-colonized areas and also dermis-like organized areas containing
mesenchymal cells and organized blood vessels, depending on the area observed. During the
following days of healing, the colonization front continued to move forward in hydrogel bulk,
and observations were more like those of fig. 5, non cellularized area becoming gradually
more rare and finally impossible to observe.

The studied devices were composed of two different hydrogels, and the effect of such an
assembly on the colonization and degradation scheme was visible at intermediate stages
(see figure 6). The layer corresponding to the soft hydrogel prepared from the direct
neutralization of an aqueous solution is already invaded at day 4 (bottom part), whereas the
harder hydrogel (external layer) processed from the alcogel route is mainly composed of non
invaded fragments with a few cellularized zones between these fragments (upper part). As a
result, although the chitosan wound healing device is partly integrated in the reconstructed
skin and acts as a scaffold for a variety of cells, the kinetics of the cell colonization process
can be monitored by the physicochemical context of the gelation route, that mainly governs

the entanglement density and the mechanical strength of the gels.
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Fig. 6: Different rate of cellular colonization at day 4 depending on the gelation route.
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After the experiment, some skin biopsies were performed 31 days after implantation and
showed a completely regenerated and well vascularized dermis (Fig. 7a). Epidermis was also
of normal organization, but the thickness of the different cellular layers suggested a little
remaining inflammation.

Few hydrogels pieces remained at different depths in the dermis (Fig. 7b), depending on the
biopsy observed. These BCPH particles are surrounded by macrophages, lymphocytes and

giant polynuclear cells. Nevertheless, no clinical sign of inflammation was observed during

the experiment.
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Fig. 7 : Skin biopsy after 31 days of healing in presence of BCPH

(a) Epidermis and upper dermis of normal organization well vascularized dermis. The thickness of
cellular layers of epidermis suggest a little remaining inflammation. (b) Some remaining BCPH
particles in medium dermis (black arrows). (c) Normal deep dermis and hypodermis.
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4. Discussion

The interest of chitosan physical hydrogels for wound healing has been shown by several
authors [3,4], but biological mechanisms involved in the skin regeneration had to be
specified.

Apparently, the main event allowing the initial cell invation of chitosan physical hydrogels is
the formation of cracks, possibly resulting from initial dehydration. Such cracks were opened
paths and allowed inflammatory cells infiltration. Inflammatory cells are mostly eosinophilic
polymorphonuclear cells, capable of the production and secretion of numerous cytotoxic
mediators like free-radicals, cytokines, chemokines, granular proteins and lysozymes,
nitrogen oxide (NO) able to cause chitosan degradation [8,9]. Different functions have been
attributed to eosinophilic polymorphonuclear cells, sometimes contradictory, but it is today
well known that eosinophils can be involved in natural or specific immune response and also
participate to tissue remodeling and angiogenesis [10].

As a general trend, inflammatory stage is a useful step among wound healing cellular events,
which involves various inflammatory cells, including PMN. Chitosan is described as a PMN
chemoattractant [11] and according to some authors it would activate complement and
production of complement C5a fragment [12]. Complement is also a strong inflammatory
cells chemoattractant, which means that chitosan favours directly and indirectly
inflammatory cells infiltration (PMNs and macrophages), and so accelerate the first steps of
healing.

Chitosan hydrogel degradation observed should be mostly due to PMN cells since these cells
release numerous aggressive substances including lysozymes described in literature as a
principal cause to chitosan degradation[9]. Since the polymer used in this work is highly
deacetylated, this degradation results mainly in the release of poly D-glucosamine oligomer
fragments and various chito-oligosaccharides, with low amount N-acetyl-D-glucosamine.
Minagawa et al. [13] showed that oligomers of chitin or chitosan were highly effective in
wound healing, and suggested that it is because monomers and oligomers are absorbed
faster due to the low molecular weight. These authors observed that fibroblasts were more
activated with chitosan of low degree of acetylation, and that collagenase activity is

enhanced. The same observation was made by Alsarra et al. who concluded that a low
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degree of acetylation make the treatment of wound burns easier because of D-glucosamine
release.

So we can consider that degradation of chitosan by lysozymes may play an important role in
wound healing by producing active monomers and oligomers. Nevertheless, changes in
hydrogel coloration by hemalun-eosin observed during histological analyses suggest other
degradation mechanisms than a simple depolymerization. Those additional mechanisms
have still to be specified.

The cellular colonization of the softer layers in BCPH is very rapid since at day 4, only small
non-colonized areas in hydrogels bulk could be observed. This indicates that the various
biological phenomena involved in healing process occurs immediately after implantation and
follows each other very quickly, and actually all steps of this biological scenario are
observable at day 4. The first step is an inflammatory response with the recruitment and
infliltration of PMN and macrophages. In a second step BCPH are degraded and the hydrogel
structure is opened to be used by different cell types with the progression of the
degradation of the implant by macrophages. In a third stage, dermis-like organization is
observed in hydrogels, while skin biopsies show few hydrogels debris in the reconstructed
dermis. It’s important to note that the large amount of eosinophils observed during the first
stage could have been damaging for tissues, while in our case this important inflammatory
response seems to be benefic for healing. Eosinophils indeed target chitosan and on any
account surrounding tissues. During the second stage, chitosan is almost totally colonized
and degraded. Degradation process lead to the formation of a favorable medium for cell
differentiation, as shown by cytokeratins production and cells organization. During the last
stage, cellular organization is close to an incipient dermis, devoid of collagen fibrils, with a
high cell-content and an interesting vascular network in formation. Observations were the
same until the end of experiment, and despite the presence of fibroblasts in the hydrogels,
no collagen fibers were observed. We can suppose that the start of epithelialization of the
wound kept the gel from being in contact with a hydrated medium, resulting on its total
drying and final fall.

Skin biopsy after one month showed some remaining gel particles in dermis, nevertheless
there were no clinical signs of inflammation or pain. Ueno et al. used chitosane lyophilisates

for wound healing in dogs [14] and observed that it took about one week for chitosan to be
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decomposed on the wound area, but that some pieces were more difficult to be
phagocytized by macrophage and so to be cleared away from the wound. They assumed that
remaining chitosan promote a faster wound healing process by inducing more migration of
inflammatory cells in the wound area, and may be considered to accelerate macrophage
migration as long as it remains in the wound. Considering this work, we can assume that
remaining BCPH particles may have a positive influence on further healing stages and
remodeling.

Moreover, in previous study (Cf previous chapter) during which we aimed to evaluate the
interest of BCPH for third degree burns healing with the same bilayered chitosan physical
hydogels, skin biopsies realized after seven months and one year of healing. They showed no
remaining hydrogel particles in the dermis. During this one year experiment we observed
that the use of BCPH lead to the reconstruction of a well organized skin with mechanical
properties close to those of native skin. No clinical inflammation or pain was observed.
Ribeiro et al. also used chitosan physical hydrogels (obtained by aqueous route) for burns
healing in Wistar rats [4]. They observed no specific inflammation or granuloma during
histological analyses, and also concluded to the good local and systemic histocompatibility of
the physical hydrogels and to the promoting role of chitosan hydrogels for skin wound

healing.

In conclusion, this in vivo-experiment confirmed the observation of Bilayered Chitosan
Physical Hydrogels cell colonization after implantation in surgical wounds of the dermis on a
pig model (Cf previous chapter). The wound healing process starts immediately after
implantation and involves a rapid succession of interdependent biological and
physicochemical phenomena. Histological analyses showed that the first cells infiltrating
hydrogels are inflammatory cells, especially eosinophilic polymorphonuclear cells. It leads to
(i) the degradation of chitosan producing oligomers and monomers which were found in
literature to enhance wound healing, and (ii) the increase of the micron-range porosity of
the gels that favors invasion and differentiation of cells within the scaffold.

The increase of inflammatory cells in the wound, especially PMN and macrophages
promotes fibroblasts activation and in this way wound healing. In the hydrogel device,

inflammatory cells are quickly followed by mesenchymal cells, and endothelial cells
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arrangement around erythrocytes leads to the formation of neo-vessels organized like a
vascular network.

Physical chitosan multilayered assemblies appear to be particularly interesting for wound
healing, especially because such matrices are similar to the glycosaminoglycans natively
present in extracellular matrix. Such effect was previously described in the frame of the
concept of ‘decoy of biological media’ for cartilage tissue engineering in vitro [2]. In this
work, in vivo experiment evidence that such a decoy effect is not restricted to one type of
cells and in vitro conditions, since different cells show an important affinity for chitosan
hydrogels. However in vivo degradation orients the biological response towards a scaffold
effect with cells invasion of the implants, whereas no cell colonization was observed in vitro
in absence of inflammatory cells [2]. The exact role of the chitosan degradation products and

the biological paths responsible of this degradation still have to be studied.
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4¢éme partie : Etude nano-structurale du tissu cutané

Pour étudier la structure d’un tissu vivant, la technique la plus courante est la
microscopie électronique en transmission (TEM) qui fournit des informations structurales
dans une gamme d’échelle allant de la centaine d’angstroms jusqu’a plusieurs microns.
Toutefois les échantillons doivent subir plusieurs traitements avant d’étre observés
(fixation=réticulation, déshydratation, inclusion, contraste, etc.), traitements connus pour
modifier certains parametres structuraux a différentes échelles [5]. Pour cette raison nous
avons cherché une technique complémentaire qui ne requiert pas de modification chimique
du tissu et permet d’estimer I'organisation structurale du tissu avant que celui-ci ne subisse
des dommages irréversibles. La diffusion des rayons X aux petits angles répond a de tels
criteres et est a méme de nous fournir des informations sur la structure du derme et en
particulier sur I'arrangement des faisceaux de fibrilles de collagene a une échelle allant de Ia
dizaine d’angstroms a quelque dizaine de nanometres. Par ailleurs la microscopie
électronique donne un apergu des structures présentes de maniéere tres localisée, alors que
le résultat obtenu lors d’'une analyse par diffusion X est constitué des contributions de
I'ensemble des structures contenues dans la partie de I’échantillon soumise au faisceau
incident.

Par la combinaison des deux techniques (TEM et SAXS) nous nous sommes fixé un double
objectif :

-la validation de I'utilisation de la diffusion des rayons X pour caractériser la structure du
tissu cutané, et

-I’évaluation la qualité de la cicatrisation cutanée en présence d’hydrogels physiques de
chitosane et de Tulle Gras®. En effet comme nous I'avons évoqué dans la premiére

eme

publication (chapitre 3, 2™ partie), les propriétés mécaniques des différents tissus testés ne
sont pas les mémes et nous avons émis I'"hypothése que ces différences étaient pour partie
dues a des organisations différentes du réseau de fibres de collagene dans chacun des cas.
La présente étude de diffusion des rayons X a été mise en place pour vérifier cette

hypothese.
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La premiére étape de ce travail a été une étude de faisabilité menée afin de déterminer
les conditions idéales de conservation des prélevements avant leur passage sous faisceau
synchrotron (expérimentation E2). Comme évoqué dans le chapitre « protocoles
expérimentaux », nous avons également cherché a établir une cartographie de I'organisation

du collagéne selon la zone de prélévement.

1. Résultats de I’étude de faisabilité

L'observation sous faisceau synchrotron des prélevements réalisés sur le dos d’un porc
charcutier ont conduit a I'obtention d’un grand nombre d’images de diffusion (figure 43).
Ces images représentent l'intensité diffusée collectée selon I'angle de diffusion 8. L’intensité

diffusée est fonction du vecteur de diffusion g, défini par :

g=(4m/\).sin(0)

ou 20 est I'angle de diffusion et A la longueur d’onde du faisceau incident.

La premiere étape de I'analyse des images de diffusion consiste en une calibration des
valeurs de g. Pour cela on utilise I'intensité diffusée par le behenate d’argent (AgBe). En effet
ce composé présente un anneau de diffraction caractéristique a g=0.1076 A ainsi que les 11
harmoniques, et nous permet d’avoir une bonne précision dans I’estimation des valeurs de
q.

On peut alors choisir d’étudier I'intensité diffusée en fonction du vecteur de diffusion q,
en moyennant cette intensité selon I'ensemble des angles azimutaux, on obtient alors une
information sur la morphologie et la taille caractéristique des structures présentes dans
I’échantillon (figure 44). On peut également choisir d’étudier I'intensité diffusée selon I'angle
azimutal en moyennant I'ensemble des intensités diffusées pour toutes les valeurs de g, on
obtient alors une information sur l'isotropie (ou au contraire I'anisotropie) de I’échantillon

(figure 45).
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Figure 43 : intensité diffusée par une biopsie de peau (épiderme+derme) prélevée sur le dos
du porc charcutier. L’image peut-étre étudiée par secteurs, c'est-a-dire selon les différents
angles azimutaux, ou bien selon les valeurs de g, en moyennant l'intensité diffusée aux
différents angles azimutaux.
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Figure 44 : Intensité diffusée en fonction du vecteur de diffusion q aprés un regroupement
azimutal autour du centre d’une image de diffusion somme celle de la figure 43. Chaque
maximum (pic de diffusion) traduit une longueur caractéristique d’une périodicité de densité

électronique dans I’échantillon (ici dans les fibrilles de collagéne du derme porcin).
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Figure 45 : Intensité diffusée en fonction de I'angle azimutal aprés intégration sur tous les
vecteurs de diffusion. Les variations de l'intensité diffusée indiquent que 'organisation de
I’échantillon est anisotrope. On note deux orientations privilégiées sensiblement
perpendiculaires.

Les images et diagrammes de diffusion obtenus sont a rapprocher de la structure réelle
du tissu observé, afin d’identifier les éléments diffusants. Si I'on considéere les observations
réalisées en microscopie électronique (figure 46), il apparait que les éléments les plus aptes
a diffuser sont les fibres de collagene. Ceci nous amene a considérer plus précisément la
morphologie de ces fibres et des faisceaux formés par celles-ci (figure 47) afin d’identifier

I'origine des pics de diffusion (figure 48).

24010) (i)

Figure 46 : observation TEM d’une biopsie cutanée réalisée sur le dos du porc charcutier
(fixation tetroxyde d’osmium, contraste acétate d’uranyle et citrate de plomb). On observe
dans le derme une densité importante de fibres de collagéne. Les stries observées sont liées a
I'organisation des triple-hélices de tropocollagéne qui forment les fibrilles (10 stries =
64.71 nm). Images réalisées au centre d’étude des microstructures CTy, Université Claude
Bernard Lyon 1, en collaboration avec P. Alcouffe.
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Figure 47 : morphologie et organisation des fibrilles de collagéne. D’apres [6]
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Figure 48 : Relation entre le profil de diffusion et la structure du collagene dans les tissus.
(modele proposé par Merigoux et al.[6])

La réponse du collagene est liée a la périodicité intra-fibrillaire, aux fibrilles ainsi qu’a

I'organisation de celles-ci en faisceaux. La diffusion due a la périodicité intra-fibrillaire est
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difficile a dissocier de la diffusion due a la morphologie fibrillaire du fait des ordres de
grandeurs similaires des entités diffusantes. C’'est pourquoi il peut étre intéressant de
procéder a I'étude des images de diffusion par secteurs, puisque lI'arrangement et la
morphologie fibrillaires d’'une part et la périodicité intra-fibrillaire d’autre part engendrent
des phénomenes de diffusion dans des directions différentes.

L’objectif principal est d’utiliser la diffusion des rayons X pour évaluer la qualité du tissu
cicatriciel généré en présence d’hydrogel de chitosane, en comparaison avec le tissu sain et
le tissu régénéré en présence de Tulle Gras®. En effet I'organisation du réseau de collagene
joue un role important dans les propriétés mécaniques des tissus, or nous l'avons vu la
réponse des tissus cicatriciels et du tissu sain difféerent (Cf chapitre 3, 2eme partie) et I'étude
du réseau de collagene et de son organisation pourrait nous permettre de mieux
comprendre ces différences.

Dans le but de déterminer les conditions de conservation des échantillons de peau pour
I'analyse ultérieure des tissus prélevés dans le cadre de I'expérimentation E1, nous avons
étudié I"évolution du profil d’intensité diffusée par le méme prélévement de tissu au cours
des 8 heures suivant le prélevement. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 49a,
ils montrent que le profil d’'intensité diffusée ne change pas ou peu au cours des huit
premieres heures. Il s’avere donc que la conservation (dans I'eau stérile) a température
ambiante des préléevements peut se prolonger suffisamment longtemps sans que I'analyse
soit significativement altérée.

De la méme maniére les résultats obtenus a partir de biopsies avant et aprés
conservation a 4°C d’une part et a -18°C d’autre part se sont avérés en complete conformité

(Figure 49b).

9

10" 3

Température ambiante

. ] —— Apres conservation a 4°C
------- Aprés congélation (-18°C)
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Figure 49 : Intensité diffusée par un méme échantillon de peau 1 h et 8 h apres le
prélévement (a) et selon les conditions de conservation (b).
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Dans le cadre de I'expérimentation E1, les tissus a analyser sont prélevés sur des sites
différents (zone de prélevement thoracique ou dorsale, médiale ou latérale). Nous nous
sommes donc interrogés sur l'influence du site de prélevement sur 'organisation du réseau
de collagene, afin de s’assurer de la significativité des comparaisons effectuées entre les
prélévements cicatriciels, les cicatrices témoins et les tissus sains. En effet une étude a
montré que dans le cas de la peau de veau les fibres de collagéne sont majoritairement
orientées parallelement a I'axe de la colonne vertébrale correspondant a une direction
perpendiculaire a celle des mouvements de peau dus aux déplacement de I'animal, et aux
mouvements effectués lorsqu’il s’alimente [7]. Le degré d’orientation est d’autant plus
important que la peau est sollicitée au cours des mouvements de I’'animal. Nous avons
souhaité dresser le méme type de cartographie pour le modéle animal de notre étude, a
savoir le porc.

Ainsi I'étude de l'intensité diffusée a été automatisée, et pour chacun des 121 sites
biopsiés nous avons étudié un certain nombre de paramétres permettant de caractériser le

profil d’intensité diffusé (figure 50).

Pour chaque secteur azimutal, le pic de diffraction associé au collagéne au voisinage de
g=0.0291A" (ordre n=3) est déterminé par une estimation du reste du diagramme

(contribution de la diffusion par les fibrilles) par interpolation de part et d'autre du pic par
une loi du type I=A/qa , soit un comportement linéaire en échelles log-log.

Il est ainsi possible de suivre I'évolution de la contribution de la périodicité intra
fibrillaire en fonction de I'angle azimutal, ce qui donne une information sur la quantité de
fibrilles orientées dans le plan principal du derme (on ne voit pas les fibrilles orientées hors
de ce plan), et dans un secteur azimutal donné.

L'analyse azimutale des courbes d'intensité du pic d'ordre 3, I3(q=0.00291A,(p) est
analysée en autorisant deux familles principales d'orientations, la famille (1) et la famille (2),
en supposant une distribution gaussienne des angles d'orientations fibrillaire dans chaque
famille :

15(g=0.00291A,¢)=  11.exp(-0.5*[(¢-P1)/w1]*) + 12.exp( -0.5*[(¢-P2)/w2]’)

En gérant en plus les symétries selon I'angle @ (et ¢+180°) et la périodicité a 360°.
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Cette distribution d'intensité donne donc accés a différents parametres d'orientation

des fibrilles:

Les intensités diffusées maximales 11 et 12, I'intensité Imax, correspondant a la plus

haute de ces deux valeurs.

Les angles azimutaux P1 et P2 correspondant aux pics d’intensités diffusées

maximales des deux familles (1) et (2)

Les largeurs a mi-hauteur des pics de diffusions wl et w2

Le « background », correspondant a I'intensité seuil

Par ailleurs nous avons procédé, pour chaque prélevement, au calcul de la fonction
d’orientation d’Hermans f par rapport a I'axe horizontal @=0 et correspondant

systématiquement a I'axe sagital, d'apres:

360
[ cos’(9).sin(9) 1 (q ~ ¢ p)dg
0

<cos’(p) >=-— , avec g5~0.0291A™
[ sin(@)1(q ~q:;p)dp
0

et f=(3/2)*<cos’(¢)> -1/2

Si les fibrilles sont toutes orientées a (=0 (orientation sagittale), alors <cosz((p)>=1 et
f=1; si les fibres sont toutes orientées a (9=90° (orientation transverse), alors <c052((p)>=0
et f=-1/2; et enfin si les fibrilles sont distribuées de facon isotrope dans le plan principal du

derme, alors <cos’()>=1/3 et f=0.
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Figure 50 : (a) les 121 sites de prélevements de coordonnées (x;y;) ; (b) Intensité diffusée
en fonction de I'angle azimutal et matérialisation des 7 grandeurs permettant de caractériser
'intensité diffusée.

L'étude de chacun de ces paramétres, ainsi que de la fonction d’orientation selon la
localisation du prélevement nous a permis de dresser différentes cartographies (figure 51). Il
en résulte que la variation de chacun de ces parameétres est assez aléatoire. Par ailleurs les
valeurs calculées pour la fonction d’orientation, comprises entre 0 et 1, indiquent une
orientation structurale au sein du derme avec des fibrilles plutot orientées de fagon
sagittale, mais sans réelle tendance en fonction de la localisation du prélevement. Toutefois
la caractérisation de la structure demeure locale puisque les valeurs de 11, 12 d’'une part, et
de P1 et P2 d’autre part, fluctuent d’un site a I'autre de maniere importante. Ceci pourrait
étre du a la parenté de taille du faisceau synchrotron incident par rapport a la taille des
faisceaux de fibrilles de collagene. En effet, suivant I'endroit ou se produit I'analyse (sections
de ~0.1x0.3mm), les faisceaux de fibrilles éclairées par le faisceau incident, et orientées dans
le plan principal du derme ne sont peut-étre pas assez nombreux pour conduire une
caractérisation réellement statistique de I'orientation des fibres. Un faisceau plus large
aurait peut-étre été souhaitable dans ce cas, mais ce choix aurait limité la gamme de

vecteurs de diffusion accessibles.
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Globalement, on peut donc conclure a une orientation préférentielle du réseau de
collagéne dans la direction sagittale. Les caractérisations par diffusion X aux petits angles
sont délicates, elles ont ici un caractere assez local, avec des fluctuations importantes de
I'orientation des fibres de site en site. Globalement, il n'y a pas d'impact de la localisation du
prélévement sur I'organisation du réseau de collagéne. Ceci nous a donc permis de conclure
gue dans le cadre de I'étude des tissus cicatriciels (expérimentation E1) nous pouvions nous
affranchir de ce parametre et comparer des échantillons provenant de différentes zons du

dos de I'animal.

Pour finir, toujours dans le cadre de I'étude de faisabilité, nous avons soumis une série
de prélévements a des essais de traction, sous faisceau synchrotron. Les essais de traction
ont été réalisés sur des bandes de peau (épiderme + derme), les dimensions de la zone utile
soumise a I’étirement étant en moyenne de 10mm x 10mm, pour 3mm d’épaisseur environ.

Au cours de chaque essai on a procédé a un cycle de charge/décharge a une vitesse de

2mm/min, pour une charge maximale d’environ 15N (figure 52).
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Figure 52 : Etude de I'intensité diffusée par une bande de peau de porc soumis a un essai de
traction.

On observe qu’au cours de I'essai de traction I'orientation des fibres de collagene tend
vers 180° (c'est-a-dire selon I'axe de traction), mais que le phénomene est réversible. En
effet aprés décharge 'orientation des fibres est similaire a celle observée avant I'essai : la

réponse du tissu cutanée est élastique.
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Cette étude préliminaire menée sur peau saine nous a permis d’optimiser les paramétres
d’étude sous faisceau synchrotron pour I'étude des prélévements cutanés réalisés dans le

cadre de I'expérimentation E1. Les résultats obtenus sont présentés dans la partie suivante.

2. Etude de la structure du tissu cutané apres sept mois de

cicatrisation dans le cadre de I'’expérimentation (E1).

Aprés 7 mois de cicatrisation, les cicatrices antérieures des 5 animaux de I'étude E1 ont
été prélevées, dégraissées pour ne conserver que le derme et I'épiderme, conservées a 4 °C
et analysées par diffusion des rayons X. Pour chaque cicatrice un prélévement en forme de
« T » a été réalisé selon le schéma de la figure 53. Une série d’images de diffusion a ainsi pu

étre obtenue grace a un balayage des cicatrices selon deux directions.

Figure 53 : a gauche, schéma du prélévement réalisé sur chaque cicatrice. Les fleches

indiquent le balayage réalisé avec le faisceau et le rectangle jaune la zone qui a ensuite été
redécoupée et soumise a un essai de traction, toujours sous faisceau. A droite, photo prise
sur la lige D2AM, ESRF lors du positionnement de I’échantillon.

Le balayage effectué le long des cicatrices n’a pas révélé de variations structurales
réguliéres, c’est pourquoi nous avons choisi ici de présenter uniquement les résultats

obtenus en sone saine, et au coeur de la zone cicatricielle (figure 54).
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Figure 54 : en haut : Images de diffusion obtenues pour a) une zone saine ; b) une zone de

peau régénérée en présence de chitosane ; c) une zone de peau régénérée en présence de

Tulle Gras. En bas : intensité diffusée en fonction du vecteur d’onde q (d) et en fonction de

I’angle azimutal pour le pic correspondant a I’harmonique d’ordre 3 (e) pour les deux types
de tissus cicatriciels et pour les tissus sains.

Les résultats ne montrent pas de différences structurales majeures (figure 54d): les
fibres sont de morphologie et taille similaires, le profil de diffusion en dehors des pics dus a
la périodicité intrafibrillaire restant le méme dans les trois cas. Toutefois si on s’intéresse
cette fois a I'étude de lintensité diffusée selon I'angle azimutal, malgré certaines
fluctuations, on note une différence significative entre les échantillons (figure 54e). Le
collagéne du tissu sain est principalement orienté selon deux directions privilégiées (presque
perpendiculaires), tandis que le tissu régénéré en présence de Tulle® Gras présente une
seule orientation, proche de 180°. Les résultats obtenus avec les hydrogels sont
intermédiaires a ces deux cas de figure : on observe deux orientations, mais formant un

angle d’environ 60° et centrées autour de I'axe 180°.
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Cette observation doit cependant étre nuancée: en effet il s’agit d’'une tendance
généralement observée, appelant a I'étude d’un plus grand nombre de prélevements, sur de
plus nombreuses cicatrices. La différence de structure du derme entre un tissu sain et
cicatriciel semble donc plutét provenir de l'organisation suprafibrillaire, c'est-a-dire la
distance interfibrillaire (non étudiée ici a cause de la limite inférieure de la gamme de
vecteurs de diffusion accessibles), la taille et I'orientation des faisceaux de fibrilles. La taille
des fibrilles individuelles n'est pas significativement affectée par la cicatrisation et le mode

de cicatrisation, apres 7 mois de remodelage.

Aprés recoupe des échantillons nous avons procédé, sous faisceau synchrotron, a des
essais de traction sur les trois types de tissus (sain, régénéré avec hydrogels de chitosane et
régénéré avec Tulle Gras). Les essais de traction ont été réalisés sur des bandes de peau
(épiderme + derme), les dimensions de la zone utile soumise a I'étirement étant en moyenne
de 10mm x 10mm, pour 3mm d’épaisseur environ.

L’essai réalisé est un cycle de charge/décharge a une vitesse de 2mm/min, pour une

charge maximale d’environ 50N (figure 55).
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Figure 55 : cycle de charge/décharge auquel ont été soumis les tissus cicatriciels et les
préléevements de tissu sain. Les images obtenues avant la charge, aprés la charge et aprés la
décharge (fleches) ont été étudiées et comparées.

L'intensité diffusée a été étudiée selon I'angle azimutal (figure 56). Pendant I'essai de

traction, les fibres s’orientent dans le sens de la traction, ce qui impligue un maximum de
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diffusion a 180°. Toutefois, nous I'avons précédemment évoqué, selon la zone observée (et
du fait de la taille limitée du faisceau) le collagéne peut-étre localement plus ou moins
orienté dans différentes directions. Dans chaque cas au cours de I'essai de traction, les deux
pics de diffusion correspondant aux deux orientations privilégiées tendent a se rapprocher
de l'axe de traction (180°). En plus de la caractérisation de la réponse élastique et la
recouvrance de la déformation du tissu testé, il est donc possible de quantifier |'orientation
et la recouvrance vers un état moins orienté lorsque le réseau de collagéne retrouve son
organisation initiale apres décharge.

Toutefois au cours de nos mesures, I'orientation initiale des fibrilles de collagene et surtout
la valeur d’angle séparant les deux orientations principales dans chacun des prélevements
étudiés ne sont pas les mémes, aussi il est impossible de comparer ce paramétre de maniere
absolue. Pour s’affranchir en partie de ce probléme d’hétérogénéité de I'orientation initiale,
nous avons choisi de comparer pour chacun des types d’échantillons étudiés les rapports
O(apres traction)/8(avant traction) et S(apres décharge)/S(avant traction) ; ou & représente en degrés
I'angle séparant les deux orientations privilégiées adoptées par les fibres de collagéne
(Figure 56a). Ce parametre caractérise ainsi l'orientation fibrillaire et la recouvrance
structurale associée a |'orientation des fibres de collagene.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 57. On observe que le rapport
S(apres traction)/8(avant traction) est plus faible pour le tissu régénéré en présence de chitosane
qgue pour le tissu sain, ce qui pourrait signifier que pour une déformation appliquée, le
réseau de collagéne dans la cicatrice traité par I'hydrogel physique a plus de facilité a
s'orienter pendant I'essai. En revanche la valeur la plus élevée est obtenue pour le tissu
régénéré en présence de Tulle Gras®, ce qui signifie que dans ce type de cicatrice les fibres
de collagéne sont moins mobiles, peut-étre a cause d'un réseau de fibrilles plus dense avec
plus d'interactions interfibrillaires.

Le parameétre le plus intéressant est sans doute le rapport &(aprés décharge)/S(avant
traction) puisqu’il correspond a la capacité du réseau de collagene a reprendre son
organisation initiale, et donc indirectement il correspond a la recouvrance de déformation
du tissu aprées une sollicitation mécanique. Ce ratio est de 1.07 pour le tissu sain, 0.96 pour le
tissu régénéré en présence d’hydrogels de chitosane et 0.88 pour le tissu régénéré en
présence de Tulle Gras®.

Ainsi on peut estimer que la réponse élastique du tissu cicatriciel lors de I'essai de traction

est plus proche de la réponse du tissu sain lorsque le dispositif cicatrisant utilisé est un
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hydrogel de chitosane. Le réseau est moins souple et présente une recouvrance moins
marquée apres une déformation imposée, ce qui pourrait signifier une rupture de plus
d'interactions interfibrillaires ou encore une densité moindre de fibres de réticuline.

S{avant traction
—

—_——— -

S{aprés traction)

Avant traction
—— Aprés traction
+-+-<- Aprés décharge

Intensité diffusée (unité arbitraire)

0.0 : - ' . )
0 90 180 270 360
Angle azimutal (degrés) a

0.3 4
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~~~~~~ aprés décharge
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Figure 56 : Intensité diffusée par les échantillons de peaux native et cicatricielles au cours d’un
cycle de traction. Peau saine (a) ; peau régénérée en présence d’hydrogels de chitosane (b) ; peau

régénérée en présence de Tulle Gras® (c)
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Figure 57 : Comparaison des rapports S(apreés traction)/S(avant traction) et
S(aprés décharge)/S(avant traction) obtenus pour la peau saine, la peau régénérée en présence
d’hydrogels de chitosane et la peau régénérée en présence de Tulle Gras®.

En conclusion, I'étude de la structure du réseau de collagéne par diffusion des rayons X

arévélé:

- que la conservation des échantillons durant les 8 premiéres heures n’avait pas
d’influence sur les résultats observés, qu’elle ait lieu a température ambiante ou
inférieure.

- que la résolution du faisceau incident ne permettait pas de mettre en évidence
d’orientation(s) privilégiée(s) du réseau de collagéne selon les différentes zones
anatomiques étudiées. En revanche tres localement on observe I'orientation des

fibres sur des zones analysées de I'ordre de quelques centaines de microns.

que le tissu cicatriciel obtenu au cours de I'étude E1 présente peu de différences

structurales a I'échelle des fibrilles de collagéne, qu’il ait été obtenu aprées

cicatrisation avec hydrogels ou Tulle Gras®.

gue la réponse de ce méme tissu cicatriciel d’'un point de vue structural n’est en
revanche pas la méme lors d’une sollicitation mécanique, confirmant I’hypothése
énoncée dans la premiere publication. Ceci pourrait traduire des différences a
I'échelle suprafibrillaire, c'est-a-dire au niveau des faisceaux de fibres et des

différences d'interactions entre fibres.
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Cette premiére approche de I'étude structurale de la peau permettra d’optimiser de
futures études des tissus cutanés, notamment de mieux dimensionner les échantillons a
étudier, et également de concevoir des expériences complémentaires pour une
caractérisation plus compléte de I'orientation des fibres de collagene, en particulier les fibres

de collagéne se présentant avec une orientation hors du plan principal du derme.
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Le premier objectif de ce travail était d’évaluer de maniere précise la qualité du tissu reconstruit
en présence d’hydrogels physiques de chitosane apres une brllure du troisieme degré. L'étude
bibliographique, a travers les informations relatives a I’organisation du tissu cutané et aux différents
types cellulaires qui le constituent, a permis d’établir un certain nombre de critéres déterminant la
qualité d’un tissu. Elle a également permis de confirmer l'intérét du chitosane pour I'application
visée.

Nadege Vizio-Boucard décrivait la formation d’un tissu cicatriciel qui semblait plus souple que
celui obtenu lors de I'utilisation de Tulle Gras®. Les résultats des expériences menées dans le cadre
du présent travail de these confirment que :

- Le dispositif est bien toléré par I'organisme hoéte et qu’il génére peu ou pas de réaction
inflammatoire cliniquement décelable.

- Le tissu régénéré avec les hydrogels de chitosane est fonctionnel et apte a jouer le réle de
barriere naturelle face a 'environnement extérieur.

- Les propriétés mécaniques du tissu régénéré avec les hydrogels bicouches sont plus proches

de celles du tissu natif que ne le sont celles du tissu régénéré en présence de Tulle Gras®.

Par ailleurs I'’étude structurale des tissus en microscopie électronique d’une part, et en diffusion
des rayons X aux petits angles d’autre part, a montré que la cicatrisation aboutissait a un tissu dont
I'organisation est sensiblement la méme que celle du tissu sain. Nous avons pu mettre en évidence
qgue les phénomeénes de diffusion étaient tous attribuables au réseau de fibres de collagene et plus
précisément a la périodicité inter ou intra-fibrillaire.

Il s’est avéré que les conditions de conservation des échantillons de peau n’influaient pas la
qualité des résultats obtenus dans le cadre de ce type d’observation.

Les résultats obtenus au cours des essais de traction réalisés sous faisceau synchrotron ont
montré que la réponse du tissu cicatriciel a une sollicitation mécanique n’est pas la méme selon que
le tissu a été obtenu a la suite de soin a base d’hydrogels ou de Tulles Gras®. Les hydrogels physiques
de chitosane semblent en effet conduire a la formation d’un tissu dont la réponse élastique est

supérieure, plus proche de celle du tissu natif.

Outre ces aspects, l'intérét de ces dispositifs pour la cicatrisation thérapeutiques des brllures
réside dans leur caractere antibactérien. En effet I'étude bibliographique a montré que le risque de
surinfection des plaies liées aux brilures ne peut étre négligé, et nous avons établi dans le cadre de
ce travail que nos hydrogels ont une action bactériostatique vis-a-vis de différentes populations

bactériennes.
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Enfin le second objectif de ce travail était de mettre en évidence les mécanismes biologiques a
I'origine de la bioactivité et du potentiel cicatrisant des hydrogels mis au point au laboratoire. Au
cours de I'étude de la cicatrisation a long terme, nous avons observé que les matériaux implantés
étaient envahis de cellules et de kératine. Ce résultat sans précédent a soulevé de nombreuses
guestions, notamment concernant les mécanismes cellulaires a I'origine de cette infiltration. En effet
rappelons que la porosité intrinseque des gels ne permet pas le passage des cellules, aussi nous
avons envisagé une éventuelle dégradation du matériau via un mécanisme biologique.

Afin d’identifier ce mécanisme ainsi que la nature des cellules colonisatrices (inidentifiables dans
les gels de la premiére expérimentation), une seconde étude a été mise en ceuvre. Celle-ci a révélé
un important chimiotactisme des hydrogels de chitosane vis-a-vis des polymorphonucléaires
éosinophiles. Ces cellules peuvent étre a |'origine de pathologies graves quand elles sont en
surnombre, or dans notre cas elles semblent avoir focalisé leur action sur le chitosane et en aucun
cas sur les tissus. Elles se fraient un chemin au niveau des microfissures apparues dans le gel du fait
de sa déshydratation progressive et permettent I'invasion du gel par d’autres types cellulaires.

Ainsi nos hydrogels se transforment en matrices cellularisées dont I'aspect est celui d’'une
« ébauche de derme», parcouru par un réseau vasculaire néoformé. La limite matériau/tissu n’existe
plus : les cellules pénetrent et se différencient dans I'hydrogel, tandis que ce dernier est en partie
intégré dans le tissu en formation et persiste provisoirement dans le tissu, favorisant probablement
le remodelage.

Il serait intéressant d’évaluer avec plus de précision le temps nécessaire a la compléte résorption
des fragments d’hydrogels résiduels, toutefois nous pouvons affirmer qu’aprés un an il n’en subsiste

aucune trace dans le tissu cicatriciel.

L'étude approfondie du mécanisme de dégradation des hydrogels de chitosane par les
éosinophiles semble nécessaire pour donner une description plus précise du mode d’action de nos
dispositifs, toutefois nous pouvons d’ores et déja considérer que les produits de cette dégradation

jouent un réle clef dans le mécanisme cicatriciel.
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