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Introduction

Selon I'OMS la cataracte est la principale pathi@agcitante au mondeElle se définit par

le blanchiment progressif du cristallin et la peatéel’acuité visuelle aussi bien de jour que de
nuit’. Il existe de nombreuses physiopathologies. Lemds congénitales sont principalement
dues & des mutations génétiques ou des infectioasle la grossesseé La cataracte sénile
est la forme la plus fréquefiteElle résulte du vieillissement naturel de I'cetl @e
comorbidités. Le diabete et les pathologies inflatoines chroniques sont les facteurs de
risque les plus fréquemment rele¥®s' Enfin, certaines formes sont le fait d’agressions
extérieures mécaniques, chimiques ou physfques

Quelle que soit l'origine de la cataracte, seulee ummtervention chirurgicale par
phacoémulsification permet de restaurer la visibors de la chirurgie, une lentille
intraoculaire est implantée dans le sac capsytaive substituer le cristallin extrit Il existe

de multiples références de lentilles intraoculaitess formes et les matériaux proposés sont
nombreux. Les implants sont principalement compaigpolymeéres d’acrylates dont le
polyméthacrylate de méthyle (PPMA ou plexi§lagtait le premier matériau utilisé. Des
implants en silicone sont également commercidffsés

Les implants proposés sont souples a températubtaate permettant leur injection dans
I'ceil & travers une incision trés fine. Celle-anitiue le taux de complications postopératoires
dont I'endophtalmie infectieuse est I'évenementrogénique le plus grave. Ainsi,
l'intervention est réalisée en chirurgie ambulaoat permet d’étendre I'indication a des
patients plus jeunes et atteints de comorbiditéadoulaire& 41>

Aprés chirurgie, les cellules épithéliales de efist résiduelles proliferent de maniére
anarchique le long de la capsule du cristallin. [Dés que les cellules atteignent le centre de
la capsule, I'acuité visuelle du patient diminuevymguant une opacification capsulaire
postérieure (PCO). Une nouvelle intervention clgicale fait au laser Nd : YAG permet de
réaliser une capsulotomie restaurant une bonnervai patient. Cependant, celle-ci présente
des complications dont certaines graves et repigésenco(t pour la sociéfé

La PCO concerne tous les types d’'implants et sargatre 1 mois et plusieurs années apres

la chirurgié ™ La survenue de la PCO dépend de I'adhésion deliint & la capsule du
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cristallin médiée par la fibronectine. Une adhésiapide permet de limiter la prolifération
cellulaire entre I'implant et la capsule. Cettedte dite « du sandwich » ne permet pas
d’expliquer les cas tardifs de PCO survenant jusqueuf ans aprés I'implantatidn
L'importance de l'implant dans la physiopathologie la PCO fait débat. Il est établi que
seule la forme de I'implant, qui joue le role derteae mécanique a la prolifération cellulaire
in vivo, retarde la survenue de la PEG’. Cependant, plusieurs travaimvitro ont montré
que I'état de surface et le type de polymere ppditt a la biocompatibilité des implants et
donc a la prévention de la PCO. Les implants eylaes hydrophobes sont associés aux plus
faibles taux de PCt¥?° Aucune distinction n'est faite entre d'acrylategdrophobes
constitutif de l'implant alors que tous ne possédsas la méme composition chimique et
donc les mémes caractéristiques de biocompatiifité

L’ensemble de ces observations incitent les fabticaa proposer de nouvelles lentilles
intraoculaires dont la géométrie et les copolymémst choisis pour réduire le risque de
PCO. Toutefois, aucune étude ou évaluation préglenne porte sur I'impact des mécanismes
de vieillissement des lentilles intraoculaires &ursurvenue des cas de PCO tardives. En
outre, il est établi que la photo-oxydation modife propriétés thermodynamiques et I'état
de surface des polyacrylates utilisés dans leregslentaires et les peintute®’

L’hypothése défendue dans ce travail est que I'thpl@s modifications des propriétés des
lentilles intraoculaires, au cours de leur viefléiment, influence la biocompatibilité et par
conségquent explique en partie la survenue de P(iyes.

L’objectif de ce travail est de proposer I'évaloatides lentilles intraoculaires d’un point de
vue transversale et multiparamétrique pour relesr iodifications du biopolymere a la
biocompatibilité.

Pour ce faire, la premiére étape sera de proposer évaluation physico-chimique
confondante des lentilles intraoculaires destindgmetire en évidence les modifications de
propriétés thermodynamiques, le relargage de ptode dégradation et les changements de
I'état de surface des implants au cours de leultisgement.

La seconde étape sera d'estimer l'effet de ces finations physico-chimiques sur la
biocompatibilité évaluée par linteraction avec lemmposés relargués et linterface entre
I'implant, le milieu biologique pour définin fine si les modifications représentent un risque

de développement de PCO tardive.
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Contexte

Chapitre | : Physiologie de I'ceil

|. Caractéristiques métaboliques de I'ceil

A. Eil et vision

L'ceil est un organe sensoriel apparaissant treslads I'organogénese. Il est issu de la
combinaison de trois tissus embryonnaires : I'estoe neural, I'ectoderme de surface et le
mésenchyme périoculaife Il s'agit d'un organe complexe tant dans le f@rmement,
lirrigation vasculaire que le fonctionnement imnitaire®®>°

Le role premier de I'ceil est d’assurer la transioissles informations spectrales du domaine
visible vers le cerveau. Le signal filtré par larege est focalisé au travers du cristallin sur la

rétine puis transmis via le nerf optique a I'airsuelle du cortex occipitdl.

P Rétine
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Figure 1 : Représentation schématique de I'ceil (cpe transversale)

Corps cl-li.aim

Chaque composant de I'ceil posséde un indice dacté&fn et une transparence assurant le
bon acheminement de linformation vers la réfinePlusieurs pathologies impactent
significativement la vision. Certaines sont innéascongénitales, d’autres apparaissent avec

I'age ou sous l'influence de différents facteurd@yenes et exogéries
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De I'ensemble des organes constitutifs de I'ceilGristallin est celui le plus souvent touché

par des pathologies cécitantes telle que la caearac
B. Le cristallin

Le cristallin est I'organe pivot dans I'accommodati Il est situé en arriére de la pupille,
repose sur 'humeur vitrée et est entouré du spsutaire. Le contact entre le cristallin et
I'humeur vitrée n’est pas direct. Le sac capsulaoe capsule du cristallin, sépare
physiquement les deux composants rendant physgplegient impossible tout contact entre
les deux organes. L’humeur aqueuse irrigue leadliista son p6le antérieur indirectement au
travers de la capsule (figure 2).

L’histochimie du cristallin est simple. Il est coog® d'un amas de cellules fibreuses
nucléaires (au centre) ou corticales (périphérigoesiées par la lame basale de la capsule du
cristallin. La démarcation entre la capsule etcigfules fibreuses est assurée par une couche
monocellulaire de cellules épithéliatés

Les cellules ectodermiques composant le cristafliont pas toutes le méme stade de
développement. Les cellules superficielles sontlédes et possédent un métabolisme
assurant I'apport nutritif au cristallin. A I'invee, les cellules centrales, plus anciennes, n’ont

aucun métabolisme. Leur fonction principale eséfeaction de la transmission visuéfie

Anterior Lens Capsule

Figure 2 : Coupe longitudinale d'un cristallin dansson sac capsulair&

La transparence du cristallin est permise gracatsénce de noyaux dans les cellules, a
'absence de vascularisation, a la présence déigmsccellulaires serrées et d’une forte teneur
en cristalline. Cette protéine a un réle importents le cristallin. Elle est de loin la principale

protéine en proportion avec 90% des protéinesastadtrouvées dans le cristallin.
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Trois isoformes de la cristalline sont connuesly ety). La formea est qualifiée de protéine
chaperon. La cristalline est exprimée par deux génes codant pour deuxrisefode la
protéine : loA et aB. La premiére est majoritaire. Selon Horwitz 8.rble des deux formes
d’a-cristalline est d’assurer la transparence duatlisten maintenant les protéines dans leurs
formes natives et en freinant la formation d’agteégarotéiques. Ces agrégats réduisent la
transmission lumineuse du cristaffin

Le cristallin filtre également une partie de la lare pénétrant I'ceil.

Les mouvements du cristallin, nécessaires a I'aotodation, sont dus a la contraction des
muscles ciliaires et aux zonules de Zinn tous deitxes aux extrémités équatoriales de

I'organe (figure 3).

Unaccommodated ! Accommodaled
fens fens

Ciftary muscle
Cifiary muscle fon tracted

refaxad gy

Zonular fibars
vnder fensian ~;

ACCOMMODATION IN THE NORMAL EYE

Figure 3 : Accommodation de I'ceil phake.

La contraction des muscles ciliaires, partie decbay induit le relachement des fibres de la zordde Zinn et

I'arrondissement du cristalfin

C.La capsule du cristallin

La capsule est une membrane basale principalemamtituée de collagéne assurant
lisolement total du cristallin du reste de I'@ilElle joue le role de filtre anti-infectieux, de
réserve de nutriments et de facteurs de croiss&tiecest fine mais résistante et transparente
pour ne pas géner la transmission du signal luminka capsule est semi-perméable aux
protéines ainsi qu'a d’autres éléments nutritifstdes sucré$*. Le passage des protéines
dépendrait de leur taille ainsi que de leur chawgeue. Les protéines neutres ou cationiques
auraient un meilleur passage que celui des praténenique. En outre, la diffusion des
protéines dépend de leur taille (limite de diffis@250KDa), de leur point isoélectrique mais
ne dépend pas de leur hydrophobicité. Toutefois,existe une grande variabilité
interindividuelle de la perméabilité de la capsaue protéine¥.
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Les molécules et les xénobiotiques de petitesetapeuvent ainsi passer liborement au travers
de la capsufé’.

Plus récemment, en 2010, Danythal. ont spécifié que le passage des éléments nutitifs
de petites tailles (ions, minéraux, vitamines etass) n’était pas limif&.

La composition biochimique de la capsule est sebhdla celle d’autres capsules dans
I'organisme. La matrice extracellulaire est un esvé@trement de laminine, d’entactine et de
nidogéne a laquelle s’ajoute un protéoglycannealere héparane sulfate : la perlécane. Les
collagénes de type XVIII et XV entrent égalemenhglda composition de la capsule. La
structure tridimensionnelle contient égalementadbirilline-1**.

Il existe tres peu de preuves de présence dertanilotine dans la capsule. Chez la souris, elle
n'est présente qu’aux stades embryonnaires. Elte désectée lors du processus de
cicatrisation de la capsule et/ou dans les prosesh transdifférenciation épithélio-
mésenchymateuse (EMT) dans le phénomene d’opdmficaapsulaire postérieure. Le réle
majeur de la fibronectine est celui de messagdulagk et ne participe que tres peu au
maintien de la structure de la capsule.

Le méme constat est fait pour les secreted pro&eidic, cysteine-rich ou SPARC dont le
réle principal est de réguler les interactions eetdrcapsule et le cristallin. Les SPARC ont la
capacité de lier des facteurs de la croissancelae# circulants (Platelet-derived growth
factor ou PDGF, vascular endothelial growth faciorVEGF et le fibroblast growth factor
de type 2 ou FGF-2). Ces facteurs sont impliquéssda survenue des pathologies
intraoculaires telle que la PG La capsule serait une réserve de facteurs desamie
piégés dans la structure tridimensionnelle de laicgaextracellulaire.

Cette derniéere peut étre détruite par l'action détaftoprotéinases (MMPs). Ces
endopeptidases agissent par couple enzyme-inhiitthwotés TIMP). Leur action est a
I'origine de la libération de facteurs de croissanellulaire. Dans I'ceil, les MMP-2 et MMP-
9, également nommeées gélatinases A et B, ont um idportant dans le processus de
cicatrisation de la cornée. Elles sont retrouvéassd’humeur aqueuse et dans I'humeur
vitrée. Elles sont impliquées dans les processysipbathologiques dont la catard¢e !
L’activité basale de ces deux isoformes de métaedl@mases est nulle dans I'ceil sain et ne
s’accroit que dans les processus physiopathologidueristallifi™.

L’interaction de la capsule et du cristallin se fsgalement via les intégrines. Ces récepteurs
transmembranaires sont capables de se lier augeokade type IV, a la laminine, a la
fibronectine ainsi qu’'a la perlécane. Leur absenadeur mutation, est source d’instabilité du

cristallin®.
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D.L’humeur aqueuse

1. Cycle de 'humeur agueuse

Le cristallin est en contact indirect avec 'humegueuse au travers de la capsule. La
perméabilité de la capsule du cristallin permepptater 'eau et les nutriments nécessaires a
la croissance et au maintien en vie des cellulexidtallin®.

L’humeur aqueuse assure I'homéostasie de I'ceiloetribue au maintien de la pression
intraoculairé®. Elle est produite en continu par les procés inég@(ou corps ciliaires), de
petites glandes situées derriere l'iris, et possede composition complexe. Bien que
qualitativement tres riche, 'humeur aqueuse ebl€ment concentrée afin de maintenir un
indice de réfraction compatible avec la transmisgilt signal lumineux. Outre les réles
nutritif et optique, 'humeur aqueuse possede égaie un rbéle dans I'évacuation des
produits du catabolisme de I'&8il Deux compartiments d’humeur aqueuse sont détss.
compartiment postérieur au cristallin de 'humegueuse est d’'un volume de 50 a0 Il

est entierement renouvelé toutes les 30 minutesetend est le compartiment antérieur, plus
vaste, d'une capacité de 280 Il se renouvéle en 120 minutés

L’humeur aqueuse est éliminée par le canal de Bohlsitué a I'angle entre la cornée et

I'iris.

Trabéculum

Canal de Schlemm A

Humeur aqueuse

Corps ciliaire

Figure 4 : Cycle de I'humeur aqueuse (fleches blesg’

2. Composition de I'hnumeur aqueuse

La composition de 'hnumeur aqueuse s’assimile peutains auteurs, a un « plasma pauvre ».
De Berardiniset al. ont déterminé et dosé la présence de cing comfzosaajeurs de
I'humeur aqueuse. Il s’agit de I'acide ascorbigdes ions bicarbonates , des ions chlorures,
de I'acide lactique et du gluco3® La composition ionique est qualitativement la reémue
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le plasma dont elle est le produit de l'ultrafittcsm. Toutefois, les concentrations de chaque
élément varient au regard de celles du plasma sanghumeur aqueuse est plus riche en
ions sodium et chlorure mais plus pauvre en iofwa ou potassiumcf. tableau 1}*. Dans
les situations non pathologiques, I'hnumeur aqueestepauvre en glucose mais riche en
sodium ainsi qu’en ascorbate. L'ascorbate et la@dcorbique forment un couple d’oxydo-
réduction jouant un réle important dans 'homéastae I'ceil. Enfin, de nombreux travaux
dont ceux de de Berardinis ont conclu a la quaselde d’acides aminés dans I'humeur

aqueuse.

Tableau | : Composition ionique de I'humeur aqueuséumaine de I'ceil saif*>°

Ions présents dans |Concentration moyenne
I'humeur aqueuse mesurée (mMol/L)
Sodium 163
Potassium 4
Calcium 1,2
Chlorure 134
Bicarbonates 20
Acide ascorbique 1,06
Glucose 3
Acide lactique 4,5
3. Equilibre cationique de 'humeur agueuse

L’humeur aqueuse contient également plusieurs matimétalliques dont le calcium, le
magneésium et le fer. Le métabolisme de régulatierces cations permet de prévenir leur
précipitation et ainsi de préserver I'indice deaéfion de I'ceil.

La concentration calcique dans les cellules duatliis est strictement régulée par une série
de transporteurs entre le cytoplasme et I'humeuneasg®®’. Une dérégulation de
’lhoméostasie du calcium modifie I'indice de rétian des cellules ainsi que leur capacité de
prolifératiorr®> Le déséquilibre de 'homéostasie peut se cometiguar une opacification
du cristallin.

Le magnésium contribue activement a I'équilibre aiiicium et du potassium dans I'ceil.
L’homéostasie minérale cationique du cristallin gsrticulierement importante. Le
magneésium, a l'inverse du calcium, y est fortentamicentré. Le gradient de magnésium est
principalement orienté vers les cellules périphég) du cristallin. Selon les travaux de
Agarwal et al, une carence prolongée en magnésium augmenteragqgue de développer
une cataracte. Cette corrélation négative seraitcdacordance d'un déséquilibre de
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I’'homéostasie minérale en faveur d’'une concentnaitiraoculaire en calcium augmentée et
d’une induction du stress oxydant dans I'ceil. Ungnaentation de I'expression du monoxyde
d'azote (NO) dans I'ceil serait due a 'augmentatarcalcium intraoculaire. Le relargage de
NO observé dans ce déséquilibre cationique induiigalement une nitration du cristallin,
facteur aggravant le risque de catar¥cte

D’autres études mettent en avant l'importance désuthoméostasies dans les processus
physiopathologiques intraoculaires. Ainsi, 'homtasge du fer dans 'lhumeur aqueuse serait
perturbée dans les cataractes. Selon d’autresuttaleataux d’acide lactique supérieur a celui
du plasma est lié au catabolisme du glucose pacriallin. Dans I'ceil aphake et
pseudophake le taux d’acide lactique de 'humeweage est diminué. Il est voisin du taux

plasmatique.

4. Protéines de I’hnumeur agueuse

Escoffieret al. ont analysé par chromatographie liquide coupléespectrométrie de masse
(2D-LC/MS) plusieurs échantillons d’humeurs aqususemaines. Les profils protéomiques
obtenus révélent une grande diversité de protéirastres faibles concentrations. La
composition protéique retrouvée et la présenceoapeantration importante d’éléments rares,
tels que I'acide ascorbique, permettent d’affirgee 'humeur aqueuse n’est pas uniqguement
le produit de l'ultrafiltration du plasma par larbare hémato-oculaire. Des phénomenes de
transports actifs assurent I'équilibre de 'hnumaqueuse. Le délai de constitution a partir du
plasma est de minimum 48 heufes

5. Activité enzymatique de 'humeur agueuse

L’humeur aqueuse comporte de nombreuses enzymegemant des conditions protéiques
optimales dans le cristallin. Les principales enegmetrouvées sont I'anhydrase carbonique,
des protéases, des hyaluronidases, I'histamindaepbbsphatase alcaline. Une cinquantaine

de métabolites différents sont identifiés et qustidans I'ceff"

0. Les couples d'oxydo-réduction de '’humeur aqueuse

L’autre principale caractéristique de I'humeur asgee est la présence de plusieurs couples
oxydo-réducteurs dont le but est de prévenir lesnrdages du stress oxydant sur

I'homéostasie oculaifd L'oxygéne réagit avec des agents donneurs diélestpour former
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des especes réactives de I'oxygene (ROS). Lesviglkess sont connus pour étre un facteur
important dans la synthése des RO8a premiére molécule générée par le stress oxyn
I'anion superoxyde (©). Cet anion est réduit en peroxyde d’hydrogéneOgH grace a
I'action réductrice de I'acide ascorbidieSpector et Garner ont démontré en 1981 que les
patients atteints de cataracte avait une augmentdti taux de peroxyde d’hydrogeéne dans
I'humeur aqueugd L'action délétére du peroxyde d’hydrogéne estuiepvérée dans de
nombreuses pathologies, ophtalmologiques ou nées lau stress oxydant. D’autres especes
réactives de I'oxygene peuvent étre générées. détaxification est nécessaire au maintien
de 'homéostasie oculaire et de la vision.

Plusieurs couples redox sont présents, parmi lésdaiglutamine synthasda nitric oxyde
synthase 2(NOS 2), lessuperoxyde dismutase§&SOD1/2) ou encore lanicrosomal
glutathione S-transférase(Gst1§°. Elles sont toutes produites majoritairement aeai des
cellules épithéliales de la cornée sous l'inductilenfacteurs exogenes. Le principal facteur
connu reste I'exposition de la cornée aux ultratote type B.

Un second groupe de molécules agit pour préverpette de 'lhoméostasie de la lentille. Il
s’agit de la Kynurenine et de ses dérivés. Cettallia biochimique posséde des propriétés
anti-UV et prévient 'altération de la rétine et chustallin. L’action est principalement portée
sur les rayonnements ultraviolets de type A.

Les travaux de Tsentakividt al. concluent a I'existence de différents métabolisufess le
cristallin. La partie périphérique du cristallint esétaboliqguement active. Cette partie est la
source de la production de plusieurs métabolitestepteurs du cristallin, a savoir le
glutathion réduit ou GSH, I'acide ascorbique etitinamide adénine dinucléotide ou NAD
un coenzyme d’oxydo-réduction. A linverse, le ecendu cristallin posséde un faible
métabolisme. Les concentrations de GSH, d’aciderbi&pie et de NAD sont faibles. Les
principaux meétabolites retrouvés dans le noyau siast antioxydants et des capteurs de
rayonnements ultraviolets. Le métabolite du noyat grincipalement orienté vers la
protection des dommages induits par le stress aydae plus, la couche de cellules
épithéliales produirait 'ensemble des métaboktesoxydants identifiés dans le cristalfin

La barriere hémato-oculaire isole I'eeil du reste l'deganisme. De fait, 'immunologie
intraoculaire est spécifique. Toutefois, des ph&res inflammatoires et immunitaires sont
présents. De nombreuses cytokines, dont les taxpoissions varient selon les pathologies,
sont retrouvées dans I'ceil. Sharmagal. ont démontré que les niveaux d’expression du
fibrinogene et de métalloprotéinases de la mat(fié®iP-2) sont plus importants chez les

patients cataractés et diabétiques que chez ceprésentant aucun trouble du métabolisme
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glucidique. De plus, les auteurs démontrent unerdition significative du taux de glutathion

S-transférase chez ces pati€hts

Il. Facteurs exogenes participant au métabolisme de I'ce

A. La photo-oxydation

L’'oxygéne et les rayons ultraviolets contribuent métabolisme de I'ceil en modifiant
I’'hnoméostasie basale.
Le rbéle néfaste de I'exposition aux ultravioletslaeil et le développement de pathologies
ophtalmiques furent établis par Duke-Elder dés 1926
Le spectre solaire est divisé en plusieurs plageslodgueurs d'onde (figure 4). Les
rayonnements ultraviolets correspondent aux longuelondes inférieures a 400nm. Ce
groupe est lui-méme subdivisé en 3 sous-groupes :

- Les UV-A, proches du spectre du visible ;

- Les UV-B, correspondant a des longueurs d’ondernrédiaires ;

- Les UV-C, correspondant aux longueurs d’ondes li¢s gpurtes.
Tous les rayons ultraviolets émis par le soleipaeviennent pas a I'ceil. La couche d’ozone
filtre une grande partie des longueurs d'ondes tesurSeuls 5% des UVB traversent
I'atmosphere alors que presque aucun UVC ne paryeqgu’au sol. A I'inverse, 95% des
UVA parviennent jusqu’a la cornée. Les UVA ont umetion néfaste sur la rétitfe Les
composants de I'eeil ont la capacité de filtrer pagie des UV ce qui contribue a limiter leur
toxicité sur la rétine (figure 6). Les longueuromties inférieures a 290nm (UVB) sont
pratiguement toutes absorbées par la cornée. Ingmidoirs d’ondes allant de 300 a 320nm
sont en partie filtrées par la cornée, protégeamsi da rétine des dommages dus aux
ultraviolets™.

La capacité de filtration de I'ceil possede certaitimites. Une exposition prolongée aux
rayons ultraviolets induit I'apoptose et la pertes ccellules épithéliales de la cornée. Les
quelques UV-B traversant la cornée sont connus amarcer la formation de radicaux libres

et celle d’autres espéces liées aux mécanismesophiisologiques du stress oxydant*
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Le cristallin possede également une capacité avitet/absorbe les UVB résiduels non filtrés
par la cornée. Seuls les UVA ont la capacité deetser le cristallin pour atteindre la rétine
avec un potentiel délétére avéré

Il existe des variations intra et interindividuslledans la capacité de filtration des
rayonnements. La variation intra et interindividega plus documentée est celle liée a I'age.
L’ceil des jeunes enfants ne permet pas 100% datiidh des UVB avant I'age de 10 ans.
Cette population exposée aux UV est considéréesafpit risque de vieillissement que pour
une population adulte. La diminution de la transmis du signal lumineux est un processus
physiologique de I'ceil. Reinbotét al. ont ainsi démontré qu’en vieillissant, I'ceil pesd
capacité a transmettre la lumiére. La décroissasteonstante aboutissant a moins de 50%
de transmission du spectre visible aprés 66°ans

Invisible
Invisible UV Visible light heat radiation

uv-c v [uv-A Light Infrared

Solar spectral irradiance (ES [A] mW/mz/nm)

Photon energy eV

300 400 500 600 700 800

Wavelength (nm) Wavelength (nm —

Figure 5 : Représentation du spectre UV-visible ales subdivisions de classes d'ultraviolets

~ Solar Radiatio|

y aqueous #
humor

retina

Figure 6 : Filtration des ultraviolets par I'ceil "
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B. Les comorbidités

D’autres facteurs physiopathologiques, exogénesodd, Isont connus pour modifier la
composition de I'humeur aqueuse et l'incidence @thgogies oculaires. La glycémie
oculaire augmente significativement chez les ptidiabétiques. Le diabete est un facteur de
risque de la survenue de cataractes, d'uvéitemoore de dégénérescences maculaires liées a
I'age (DMLA). Les personnes diabétiques mal éqrélds depuis plus de 10 ans sont plus a
risque. De méme, les patients atteints de diabetéyge 1 développent en moyenne une

cataracte 20 ans plus t6t que des groupes de piomsl@omparables.

I1l. Vieillissement de I'ceil

La sénescence de I'eeil concerne aussi bien lesit@pghysiques que meétaboliques. La
capacité de filtration de la lumiére diminue av&gé. Au niveau clinique, les couleurs
percues par les patients s’estompent, les rayonsobfVune meilleure pénétrance et la
capacité d’'accommodation diminue.

Plusieurs travaux ont montré I'évolution constati¢ecertaines fonctions physiologiques de
I'ceil. Les personnes vieillissantes présententantraste spatial diminué ainsi qu’une vision
nocturne altérée. La difficulté d’avoir une bonneian dans un environnement faiblement
éclairé est multifactorielle. L’augmentation dedensité du cristallin, le myosis pupillaire et
la diminution de la densité des photorécepteurs RI@Da rétine sont les physiopathologies
les plus communément admises. Toutefois, cetteoapprmultifactorielle se complique sur le
plan biochimique. La densité des récepteurs ROI2 w&ion la zone anatomique de I'ceil ; les
récepteurs sont plus densément présents au niveda rétine par rapport a la zone péri-
maculaire. D’autres récepteurs, tels que celui derhHodopsine, varient également.
L’explication physiopathologique de ces variati@esait plus celle d’'un ralentissement du
renouvellement des entités biochimiques que celleeddisparition nette de ces dernieres.
Ces faits scientifiques témoignent d’'une modifmatiphysiologique et biochimique de
I'homéostasie de I'ceil au cours du vieillissemént

D’autres parameétres évoluent avec I'age. L'ceil Aggsente un seuil critique de fusion du
papillotement Time-varying targétlié a la persistance rétinienne plus importahtetemps
nécessaire entre deux stimuli visuels discontiraug jgue I'ceil et le cerveau les distinguent

s’allonge. De plus, une augmentation du temps deepéon et d’interprétation d'un signal
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visuel est notée. Elle s’accompagne plus globalegmen dehors des démences, de
pathologies neurodégénératives, d'un allongement temps de discrimination, de
reconnaissance et identification d’'un stimulus eislLa perte de chaque fonction de I'cell
progresse plus ou moins rapidement. La perte dalslité aux couleurs survient tardivement
(au-dela de 80 ans) mais progresse exponentielterhandiminution de la sensibilité de
contraste en faible luminosité ou exposé a desu&sements diminue précocement dans le

vieillissement de I'aeil mais progresse lenterffent
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Figure 7 : Facteurs visuels en fonction de I'age

HCVA : acuité visuelle pour contraste élevé), LCVAcuité visuelle pour faible contraste, LCLLVA : aéuvisuelle pour
faible contraste faible luminosité, LCGVA : acuitisuelle pour faible contraste 1 minute d’ébloumsat, CS : sensibilité
de contraste de Pelli-Robson, stéréo : 4 niveaexpisition a des stimuli diffusés en stéréo et Av&io de champs visuel
selon Smith KettlewelF.

Sur le plan anatomique, la cornée évolue des lemipres années de la vie. Sa densité
cellulaire baisse au cours des cinq premiéeres aruh@egie. Par la suite, lors du vieillissement,
elle s’aplatit, se calcifie aux périphéries de dadure de Bowman alors que la membrane de

Descemet s'épaisSit
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Figure 8 : Coupe histologique de cornée humaine

Le vieillissement du cristallin est un processugsphiogique lié a I'age. Connu sous le terme
de cataracte sénile, la physiopathologie est nagttirielle. L’apparition de la cataracte est le
pan cliniqgue d’'un processus de vieillissement pmescoce et multifactoriel du cristallin. En
vieillissant, le cristallin change de couleur eiscifie au centre sans que cela ne perturbe la
visior?. La forme du cristallin change durant la croissarkest rond a la naissance et tend a
s’allonger et a s'ovaliser. Parallelement a songaton, le cristallin se densifie. La masse
varie de 90 mg a la naissance pour atteindre urssemaoyenne de 280 mg vers 80 ans. Sur
le plan biochimique, des modifications de I'homésst intrinséque aboutissent a la
dégénérescence équatoriale et corticale postémmsréibres du cristallin. Une oxydation des
protéines aboutit a une modification des coulewrscustallin. L’nématoxyline est une des
protéines engagées dans ce processus physiopatjudode modification de la clarté du
cristallin™,

La capsule du cristallin s’altére également lors wiillissement de I'ceil. Fisher RF a
démontré que la perméabilité de celle-ci s’acceatueours du développement de la cataracte

sénile donc du vieillissement de I'il
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Chapitre Il : Physiopathologie de la cataracte

. Epidémiologie et chiffres clefs

Selon I'organisation mondiale de la sante, suBmillions de personnes aveugles recensées
dans le monde, 18 millions le seraient des suitgsedcataracté®? La cataracte liée a I'age
est la principale pathologie cécitante au méndla prévalence double & chaque décade a
partir de I'age de 40 ahsLa cataracte sénile touche plus de 20% de lalptpo & partir de

65 ans, et plus de 80% au-dela de 85“ahsige est de fait assimilé & un facteur de risque
bien qu’il s’agisse de la conséquence du vieilliszet naturel de I'ceil.

Les femmes (sex ratio: 1,5/1) et les populationges sont plus souvent atteintes de

cataract®’.

Il. Signes clinigues

Il n'existe pas un seul type de cataracte. Selgratéie de la lentille principalement atteinte la
cataracte porte différents qualificatifs. L'opacition du cristallin peut débuter en 3 zones
distincte§>%3

- La zone nucléaire du cristallin est la plus frémqunent touchée devant I'atteinte corticale et
sous capsulaire postérieure.

- La cataracte nucléaire touche le centre du diist&lle est cliniquement génante lorsque la
taille devient importante. L'opacification cortieatouche le cortex cristallinien antérieur et
postérieur. La clinique est caractérisée par um@im&ne d’éblouissement en lumiére vive.

- La cataracte sous-capsulaire postérieure estfiiigaente chez les jeunes adultes que chez
les personnes agées. Elle est souvent la conségderitaumatisme, de prise de corticoides
ou d’'un diabete mal équilibré. Une inflammatiorraatculaire peut également étre a l'origine
d’'une cataracte sous-capsulaire.

L'imagerie par une lampe a fente permet la clas#ifbn des cataractes selon I'opacification
globale, I'opacification nucléaire et la couleur mtyad®

Cliniguement, le cristallin blanchit visiblement l&cuité visuelle des patients diminue. Ce

symptéme est le principal signe clinique d’appel.derte d’acuité ne concerne que la vision
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éloignée alors que la vue de proche est consebv@galescence peut également générer la
sensation d’un voile devant les yeux.

Dans le cas des cataractes sous-capsulaire, Eatapkut s’accompagner d’éblouissements
caractérisés par des phénomeénes de halos autosoutess lumineuses. Une modification de
la perception des couleurs est également décnitegutains patients. Elle est la conséquence
directe du jaunissement du cristallin et de la ntatitan des lumieres filtrées par celui-ci.

Lorsque la cataracte se développe en plusieursspaincristallin un phénomeéne de polyiopie

peut étre signafé

: {:E_I rn{}r - L.,I""‘}" .- : T:‘ E‘"‘ .- " i Catluact -_-;_Jl. "_u b
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Figure 9 : Blanchissement clinique du cristallin ctaracté

Quelle que soit I'étiologie, le développement dedsaracte est la conséquence de la perte de
I'équilibre de I'homéostasie de I'ceil. Plusieursctiaurs intrinseques et extrinséques sont
impliqués dans la physiopathologie.

Sur le plan protéomique, I'élément responsable 'dpatification du cristallin est la
précipitation des protéines présentes dans le amifhslaire. L'isoformea de la cristalline
perd sa capacité de protéine chaperon. L'effeagrégant protéique (ou rdle chaperon) de I
a-cristallin diminu&®. La quantité croissante d’agrégats protéiques tansstallin diminue
progressivement la transmission visuelle.

Les cataractes congénitales, peu fréquentes, sontohséquence physiopathologique
d’embryopathies infectieuses (rubéole, toxoplasmastections a cytomeégalovirus et a
herpés simplex virus) ou bien d'anomalies génégugransmission autosomique
dominante). Les cataractes chez I'enfant et le jeune aduitet ¢ plus souvent post-
traumatiqued®. En effet, aprés un traumatisme, pour environ d@rs des cas, les yeux
atteints développent rapidement une cataracte.idredst fort lorsque le traumatisme est
perforant ou violent. En cas de perforation dedpscle, si la taille est supérieure & 3mm
aucune cicatrisation n’est possible. Les fibrescdstallin subissent alors un gonflement

mécanique par exposition a 'lhumeur aqueuse. Pesipdrforations de tailles inférieures, la
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cicatrisation est possible et I'apparition d’'uneacacte traumatique n’est pas systématique.
Un traumatisme faible mais résultant de l'inserttban corps étranger métallique en fer ou
en cuivre induit une cataracte jaune-orangée dapseimier cas et en fleur de tournesol dans

le second.

Figure 10 : Cataracte en « fleur de tournesol »

Le traumatisme a l'origine du développement deakaracte n’est pas seulement mécanique,
il peut également étre chimique ou physique. L'exjoan a de trés fortes chaleurs entraine
I'apparition d’'une opalescence floconneuse dandizaine d’années suivant I'exposition.
L’exposition de I'ceil & une électrocution ou biedes rayonnements ionisants (radiothérapie
orbitaire par rayon X oy, accident nucléaire) induit dans les quelques esrsdiivantes
'apparition d’'une cataracte. L'exposition chimigde I'ceil a des bases chimiques induit
également l'apparition trés précoce d’'une catareatestique.

La cataracte peut étre secondaire a une autre lpgihamculaire. En effet, I'inflammation
chronique est un facteur de risque connu de dépelnpnt d’'une opalescence du cristallin.
Chez les patients atteints d'uvéites, 40 % sonfjrdiatiqués pour une cataracte le plus
souvent sous-capsulaire postérieure. L'origine enige linflammation, donc du stress
oxydant, et la consommation réguliere de corticoidgpliquent le lien de causalité. La
présence d'un syndrome de pseudoexfoliation estewgat liee a l'apparition d'une
pathologie oculaire. Au niveau du cristallin unecaamle caractéristique se dépose. La
survenue d’'une cataracte corticonucléaire estftaxpiente chez les patients atteints d’'un

syndrome de pseudoexfoliation capsulaire. La mealatk Wilson, caractérisée par une
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surcharge de l'organisme en cuivre, est égalemerfacteur de risque de développer une
cataracte en « fleur de tournesol » (figure*%d)
La pratique d’'un geste chirurgical ophtalmique @&gtlement un facteur supplémentaire de
survenue d’une cataracte. La vitrectomie postégi@st souvent citée comme exemple d’acte
chirurgical a risque de complications.
De plus, certaines comorbidités non oculaires smalement corrélées a la survenue de
cataracte. L'existence de carences protéiques ocadnces en vitamines est également a
I'origine de cataractes de type sénile chez degmiatjeunes. Le diabéte est la comorbidité
dont le lien est le plus avéré. La présence d’'ataracte sous-corticale postérieure chez un
patient de moins de 60 ans interroge sur l'exigedun diabéte non diagnostique.
L’hypocalcémie idiopathique ou liée a une insuffisa parathyroidienne est également une
étiologie du développement de cataractes.
Bien que la pathologie soit le plus souvent diajgaée chez les personnes agées, il existe
plusieurs facteurs de risques identifiés permettantise en place d’'une prévention primaire.
L’exposition chronique aux ultraviolets est le faat de risque le plus souvent &ftéLa
causalité entre I'exposition chronique au solellirtidence de la cataracte est décrite depuis
bient6t un siécfe. D’autres facteurs tels que la consommation deda de médicaments
(les corticoides ou la chlorpromazine) ont étéimiés®®?®’ Le lien entre la prise de
corticoides et la cataracte est également démalgpéis plusieurs années. Les analyses
épidémiologiques concluent que l'effet du cortieicest indépendant de la voie
d’administration. Ainsi, les patients traités partoides inhalés sur le long court ont un
risque supérieur de développer une catatdtf® D'autres médicaments sont également
considérés comme des facteurs de risque de déestay d’'une cataracte :

- Les collyres contenant des agents anticholinestgéras

- L’allopurinol, 'amiodarone, les phénothiazines ;

- L’isotrétinoine, et pour cette derniere, les opeatfons sont réversibles si le

traitement est de courte durée.

L’hygiene de vie des patients contribue au risqee développement de cataractes. La
consommation réguliére de tabac induit une augrtientalu risque de développer une
cataracte seénile précoce. La consommation d’autregues ou d’alcool peut également
accroitre ce risque. Selon une méta-analyse de @baly seuls les grands consommateurs
d’alcool (>20g/jour ou 140g/semaine) auraient wwguie accru de développer une cataracte
sénile. La consommation modérée (<20g/jour) semifacteur de protectiBh® D’autres

facteurs plus atypiques sont jugés a risque daphysiopathologie. Le taux de cataracte est
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supérieur chez les patients asthmatiques et ldéengatschizophrén&s La quantité de
photons recue annuellement dépend de la latitude &altitude de résidence. Ainsi, la zone
géographique d’habitation est considérée commeagtedir de risque de développement
d’une cataracte sénffe’>2
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Chapitre IlIl : Traitement et complications de la

cataracte

|. Procédure chirurgicale — Extraction du cristallin

A. Historique

Les premiers textes évoquant la chirurgie de laraate datent de 4000 ans. Quelques
témoignages du passé réveélent la volonté de solgnmaisse de la vision provoquée par le
blanchissement du cristallin. Aulus Cornelius Cel625/50 apres JC) est un des premiers a
avoir retranscrit en détail I'intervention d’abassent du cristallin. Cette technique consistant
a faire descendre le cristallin dans I'humeur witfét pratiquée jusqu'au milieu du XAft®
siecle. En 1750, le Francais Jacques Daviel (1682)la réalisé pour la premiére fois une

réelle extraction du cristallin.
B. Chirurgie moderne

Actuellement, l'unique technique chirurgicale resoa est I'extraction du cristallin ou
phacoémulsification. La technique fut inventée 867Lpar 'Américain Charles Kelm&it*
Cette nouvelle technique consiste a découper $talliin en quadrants, les broyer au moyen
d’'ultrasons et les aspirer dans le méme tempsrgcal.

En 1990 laFood and Drug Administratio(FDA) a autorisé le premier implant souple pour le
remplacement du cristallin. Cet implant en silicoaepermis par la suite d’améliorer la
technique chirurgicale en la rendant moins traumuatl. Aujourd’hui la chirurgie de la
cataracte est principalement réalisée en chiruagibulatoire du fait des avancées majeures
réalisée® (temps opératoire, complications post-chirurgisasmesthésie locale, etc.).
Plusieurs conférences de consensus définissentode opératoire standard pour réduire les
complications traumatiques et infectieuses postiohicales?.

Durant lintervention, I'ceil anesthésié est maintdrydraté par une solution viscoélastique
d’irrigation. La cornée n’'est pas découpée, unesioc est réalisée pour permettre
I'introduction des dispositifs médicaux de chirgrgia taille de l'incision est minimisée pour

réduire le risque d’astigmatisme postopératoiresiague les complications infectieuses.
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Actuellement la taille de l'incision est de 2mm mé&nd a étre réduite pour une incision a
1,8mnf®.

Le cristallin, logé dans la capsule, n'est pas atément accessible aux instruments. Le
chirurgien pratique manuellement un capsulorhekieuaire continue (CCCJ. Ce geste
permet la découpe de la partie antérieure de lsubapll améliore la biocompatibilité globale
de I'implanf® Le diamétre de la CCC peut varier, il est digéag 6 ou 7mm et étroit entre
4,5 et 5,5mm. La taille de la capsulorhexie estfacteur pondérant de survenue de
complications postopératoires. Cependant, lestaisudes études cliniques divergent quant a
la meilleure taille de CCC pour réduire le taux ctemplicationg®'% La dextérité du
chirurgien, et plus généralement son expérimemtadie® la technique de chirurgie, est un
facteur important dans la survenue des complicatfstopératoires dans la chirurgie de la
cataract®®. Pour accroitre la reproductibilité du geste deCGE la chirurgie de la cataracte,
I'utilisation d’'un femtolaser est actuellement @&éd. La plus-value de la technique ne fait
toujours pas consensus tant sur les résultatstgligee les considérations indirectes telle que
la préservation des cellules endothéliales deaéepau cours de la chirurdfi&*

L'utilisation continue de solution viscoélastiquaintient la capsule en forme durant toute
I'intervention et atténue également les risquesnratiques liés aux ultrasons.

Lors de la chirurgie, I'objectif principal est diéliner le maximum de cellules épithéliales de
cristallin. La présence de cellules résiduelles @sé condition nécessaire, mais non
suffisante, pour expliquer I'apparition de nouvell@pacifications postopératoires. En effet,
toutes les cellules résiduelles de cristallin petiveroliférer de nouveau et générer une

nouvelle opacificatiotf”.

Il. Lentilles intraoculaires pour I'ceil aphake

A. Historique

L'ceil aphake ne peut plus focaliser la lumiere &urrétine. Des dispositifs médicaux
correctifs sont nécessaires pour restaurer unenvigtte. L'utilisation de lunettes correctrices
a longtemps été la seule alternative. Ce n’est patéir de la seconde moitié du X¥siécle
que des lentilles intraoculaires artificielles &dae matériaux plastiques ont été proposees.
La découverte de cette thérapeutique est fortiiie.lendemain de la seconde guerre
mondiale, plusieurs ophtalmologistes ont constatprésence d’éclats de plexiglas dans les
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yeux d’aviateurs de la Royal Air Force. Ces morgeale pare-brise d’avions ne
représentaient aucune géne pour la vision desnpati€e constat de biocompatibilité a
permis, en 1949, a Sir Harold Ridley (1906-2001prdemiere implantation d’une lentille en
polyméthacrylate de méthyle (PMM#)'%

Figure 11 : Lentille intraoculaire en PMMA utilisée par Sir H. Ridley

Les dérivés acryliques ont été les premiers matérigilisés pour substituer le cristallin
manquant de I'ceil aphake. Initialement tous lesénmaix utilisés étaient rigides. Par la suite,
les améliorations paralléles des techniques choales et de la connaissance des polyméres
ont permis de réduire la taille des incisions dediaée et, de ce fait, de limiter I'invasivité de
la chirurgie. En effet, la famille chimique desdates, dont le PMMA est un représentant,
possede des propriétés thermodynamiques propitebtantion de copolymeres souples a
température ambiante. Cette particularité plastigune possible le repliement de la lentille
artificielle et, de fait, son injection dans I'cdile fabricant Alcofi (Hiinenberg, Suisse) a été
le premier a développer et commercialiser unellergn acrylate souple. Cette innovation
majeure a permis une amélioration de la qualitégeste chirurgical, une diminution de la
durée d’intervention, des complicationsietfine le développement d'une intervention en
chirurgie ambulatoire.

Les implants du fabricant AlcShsont donc souvent considérés comme les implants de
référence dans les évaluations précliniques atjcls.

Les implants intraoculaires disponibles peuverdéir selon plusieurs caractéristiques.
Aujourd’hui, Alcor® n’est plus le seul fabricant de dispositifs médica proposer des
implants intraoculaires souples. Le marché dedlllsntntraoculaires est tres fourni. Plusieurs
facteurs permettent le classement des lentillesaantlaires. Leur forme, leurs sites et
technique d’'implantation ou encore leurs propriés@siques démultiplient les références
disponibles. Malgré I'hétérogénéité de I'offre, te@ms critéres spécifiques sont associés a

meilleurs résultats chirurgicaux.
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B. Indications spécifiques retenues des lentillegodulaires

D’'une maniere générale, les indications des lestilhtraoculaires (LIO) portent sur la vision
du patient plus que sur le risque de développeicanglication postopératoire.
Les implants intraoculaires possedent des puissaopdques propres pour s’adapter au
mieux & la vision du patient opéré. Les propriégsques des lentilles varient. Il existe trois
types de lentilles intraoculaires :

- Les lentilles dites monofocales dotées d'une diepspécifique. Ces implants ne

permettent pas une bonne qualité visuelle et deemdradl patient le port de lunettes.
- Les implants multifocaux restaurent la capacite&ctenmodation.
- Les implants toriques quant a eux sont fagconnésdaficorriger le défaut d’astigmatie

présent avant la chirurgie que les autres impla@fgeuvent pas corriger.

Pour tous ledesignsde lentilles intraoculaires, deux version sont owrtialisées. Une

version avec et une version sans filtre jaune.il@e &st destiné a filtrer la lumiére bleue. La
dichotomie de I'offre résulte de la balance endgréoiicité de la lumiére bleue sur la rétine et
son influence sur les cycles de sommeil et d'éwib patients porteurs de lentilles

intraoculaire®®,

Aucune lentille intraoculaire ne possede d’indicatspécifique ou n'a démontré de meilleurs
résultats chez les patients atteints de comorkidiéde que I'uvéitt®. Apple et al., ont
préconisé de limiter l'utilisation des implants gificone pour les patients risquant de subir
une vitrectomie. En effet, selon leurs observatitioslisation d’huile de silicone au cours de
la chirurgie altére l'intégrité des implants ericsihé****2 Brage-meleel al., ont proposé de
limiter l'utilisation des implants toriques et mifdcaux a certains patients en fonction de

critéres hygiéno-diététique.
C.Biocompatibilité des lentilles intraoculaires
La biocompatibilité des lentilles intraoculaires rmpet de limiter les complications

postopératoires et de prévenir I'incidence de ladjp@ation capsulaire postérieure (PCO) en

améliorant l'interaction entre la capsule et I'iaryl
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La biocompatibilité des lentilles intraoculairesdsdinit par le maintien de I'axe optique et de
l'intégrité de I'ceil. L’'absence de corps étrangaincipalement les cellules inflammatoires,
est également un facteur témoignant d’une bonreohipatibilité

Au niveau de l'uvée, la biocompatibilité est dédinpar le non afflux de cellules pro-
inflammatoires (leucocytes principalement). Unggilige de la barriere hémato-oculaire ou
un syndrome inflammatoire (pseudoexfolliation owgites) accroit le risque de mauvaise
biocompatibilité uvéale. Dans la capsule, la biopatibilité assure le maintien du phénotype
des cellules épithéliales de cristallin.

La biocompatibilité varie en fonction du type ditapt. Les implants en acrylates
hydrophiles sont associés & un risque de contecapsulaire antériedfd Pour les implants
en acrylates hydrophobes, les bio-incompatibilit@sportées sont la présence de cellules
géantes au niveau antérieur et I'existence d’'urwdif@ration cellulaire accompagnée de
fibrose responsable d’une opacification capsulaiurepdle postérieur. Au sein d’'une méme
classe chimique, les propriétés de surface, et@aséquent la biocompatibilité, varient d’'un

fabricant a 'autr&**.
D.Géométrie des lentilles intraoculaires

Les implants sont tous constitués d’'une lentillaguelle se fixent les haptiques. Le rble des
haptiques est de figer I'implant dans la capsulgr poévenir sa rotation et limiter la survenue
de la PCO. La taille du dispositif médical est hgeme. Le diametre du corps de lentille
mesure 6mm. Le diamétre total, incluant les hapsgest voisin de 13mh

Les haptiques, quels que soient leur forme et heunbre, peuvent étre monobloc dans le
prolongement du corps de la lentille et sont difgéke. lls peuvent également étre greffés au
corps de la lentille, ils sont alors nommés 3-pgedaa forme du bord de la lentille, qui est
rond ou carré, joue également un réle importansdarbiocompatibilité (figure 12). Le bord
carré est actuellement considéré comme un stardlarthit qu’il améliore nettement la
biocompatibilité selon I'unique critere de jugemelihcidence de I'opacification capsulaire
postérieurg®. Nanavatyet al, ont précisé la notion de bord carré. Leur éuanaa mis en
évidence qu’une arréte d’angle fine assure un ewileffet barriere’**® Enfin, la lentille
peut étre biconvexe ou plano-convexe. Enfin le nenadthaptiques varie, au nombre de deux

ou quatre et peuvent étre fin ou épais.
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Figure 12 : Implants & bord rond (fig. A) et a bordcarré (fig. B)

E. Copolymeéres des lentilles intraoculaires

Les deux principaux matériaux sont :

- Les acrylates souples.

- Le polydiméthylsiloxane (PDMS) ou silicofte
Les premiers sont commercialisés depuis les and@efls sont dérivés du PMMA rigide.
Deux types d’acrylates se distinguent. D’'une plad, acrylates hydrophobes dont le degré
d’hydratation est inférieur & 5%. En pratique, léaux d’hydratation est inférieur a 1%
Les lentilles en acrylates hydrophiles, d’autre.paelles-ci sont hydratées a plus de 20%.
Plusieurs alternatives aux copolymeres historicggag proposées. Récemment le fabricant
Bausch & LomfB (Rochester, Etats-Unis) a commercialisé une lentihtraoculaire
hydrophobe a 4% d’hydratation. Celle-ci est conégt d'un copolymere d’acrylates
hydrophobes, d’'un acrylate hydrophile et de styré@ette lentille intraoculaire devrait
permettre, par ses propriétés hydrophobes et higdesp de limiter le risque de toxicité
induite par les implants hydrophiles tout en prérere risque de PCO par les bords carrés et
ses propriétés hydrophoth&s
La biocompatibilité des implants dépend pour beapate l'interaction entre la capsule et la
surface. De ce fait, plusieurs modéles de greffapaniques, sur la surface des implants, ont
été publiées. Le greffage d’héparine reste celylls abouti. Cependant, les résultats des
études cliniques n'ont pas donnés lieu & des atitapsades pratiques chirurgicalés
Des additifs s’ajoutent aux polymeres constitudiés implants. La présence de filtres anti-UV
permet, par exemple, de limiter le risque de vssément précoce de l'implant. L’ajout de

filtre de lumiére bleue est également possible péduire le risque de toxicité sur la réfitfe
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F. Les acrylates

1. Définition générale

Les acrylates sont des polyesters vinyliques. Leuopriétés communes admises sont leur
grande transparence et leur résistance aux ruptatgsen restant élastiques. Les termes
acryliques, polyacryliques sont utilisés sans Kitskbn comme synonymes pour désigner cette

classe chimique.

X oin X=H acrylates
| X=CN cyanoacrylates
ROOC-C=CH,; X=CH,; méthacrylates
X = acrylates diacrylates

Figure 13 : Structure générale d'un monomere d'acriate

2. Usages médicaux et industriels

Depuis leur découverte dans les années 1930 lghates sont devenus ubiquitaires dans
I'industrie et la médecine.

Les monomeéres et polymeres sont utilisés dansbiacédion de colles et de peintures. Les
cyanoacrylates synthétisés pour la premiere foi$329 exacerbent les propriétés adhésives
communes aux acrylates. Leur utilisation commeecalest fortement développée dans
différents secteurs industriels tels que ceuxdi®s métaux, verres, caoutchoucs, plastiques et
textiles.

La polymérisation d’acrylonitrile a permis le démgbement de fibres acryliques dont I'usage
dans le domaine du textile est tres répandu.

Le poly-méthyl-méthacrylate (PMMA) plus connu sdasnom de plexiglds ou Altugla$

sert de vitre dans l'industrie automobile et aéutigge du fait de I'excellente propriété
optique du matériau.

Depuis les premiers essais d’'implant en PMMA en9194itilisation de polyméres et de
copolymeres d'acrylates est devenue un des staqddads le marché des dispositifs
meédicaux optiques. L'utilisation est commune auxre® des lunettes correctrices, aux
lentilles extra et intraoculaires.

Les acrylates ont d’autres usages médicaux en nmé&de€C’'est notamment le cas en
orthodontie. lls sont a la base des résines destau des dents artificielles. lls sont
également utilisés en chirurgie orthopédique et ks cranioplasti&s™?’ Les acrylates,

sous la forme de gels d’'acide polyacrylique, ordlément été utilisés dans la synthése de
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copolyméres pour la vectorisation de principes f&éti'*® La combinaison des deux
domaines a mené a des essais de ciments orthopsdigbase d’acrylates contenant des
antibiotique$®***! Les polyacrylates ont également été évalués coatfjurants de vaccifi
Enfin, ces polymeres ont été développés sous haefate films dans les soins de supports

pour la prévention de l'ulcération de pldi€s

3. Vieillissement des acrylates des lentilles intrdaicas

(@) Principes théoriques du vieillissement des acrgate

Comme l'ensemble des polymeéres, les acrylates tpldyacrylates peuvent subir un
vieillissement qui peut étre induit par plusieurgerts : photo-oxydants, agressions
thermiques, attaques & I'ozone, chimiques, catplgs et la biodégradatiti

La biodégradation est le terme générique regrou@mgemble des actions du vivant sur le
polymere. Elle se décline en plusieurs procédésviddlissement : la solubilisation, la
dissolution, I'hydrolyse et la dégradation enzymadt>®. Les carbones insaturés des acrylates
constituent une source d’altération possible dégnpe&res. Les principaux retours relatifs aux
usages des acrylates font état d’'un jaunissemertians du vieillissement natut&l

Le vieillissement du PMMA a été particulierementadd€. Les travaux de Hollanet al.,
concluent que la stabilité thermique du PMMA dépeluddegré de polymérisation initial
ainsi que les modifications dites de pré-oxydatarmatériel®.

Les travaux de Hollandt al, ainsi que ceux menés par Fergblal, ont mis en évidence un
procédé de dégradation du PMMA en trois étapesriigmees de la températtie'*

- La premiére, entre 150 et 200°C, est la rupturdides®ns faibles (H-H) ;

- La deuxieme est celle de la dégradation des ligisosaturées terminales. Elle
s'effectue en deux temps. La réaction est initiée yn transfert radicalaire de la
chaine vinyle au polymere. La réaction est entwgtepar transfert de chaine. Les
radicaux libres sont de faibles tailles. lls serhissus d’impuretés de synthese, les
liaisons hydrogénes, de scissiprde la chaine vinyle ou de scission aléatoire de la
chaine alkyle ;

- La derniére étape concerne la dégradation de letiéonacrylate par scissigh plus

gue par scission aléatoire.

La photo-oxydation des acrylates est un facteupgdérant dans le mécanisme de

vieillissement. L'utilisation des polyméres danss lémplants dentaires, les peintures
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extérieures et les implants intraoculaires place plaoto-oxydation comme source
prépondérante du vieillissemé&tit

Le procédé de polymérisation et de terminaisonctieénes va fixer la stabilité du polymere.
Les polymeres de PMMA terminés par des fonctiomyles insaturées (PMMA-CH=CH?2)
sont plus sensibles que ceux terminés par degtisisaturées (PMMA-H). Les polyméres
synthétisés avec des lactames ou des thiols sarg glables que ceux initiés par
I'azobisisobutyronitrile (AIBN). L’'ajout de groupesnts saturés en bout de chaine permet
d’améliorer la stabilité thermique. L'effet obterast une dégradation du polymere par
pyrolyse plus homogéne ainsi que la disparitiofad@remiere étape de dépolymérisation par
scission des bouts de chaifég*

Bien qu’il existe plusieurs acrylates, le mécanisube photo-oxydation est toujours
identiqué™* Les liaisons insaturées des groupements alkyegtchaines carbonées peuvent,

sous I'action de la lumiére et de 'oxygéne, suivie réaction de Norrish (type .

Me

Me :OH
_
Me H
= Keto-Enol
Me :OH Tautomerization Me :0:
_ )\ —_—
Me H Me Me H

Figure 14 : Réaction de Norrish (Type I1}**

La formation de peroxyde et d’hydroperoxyde egapé initiale du vieillissement. La forme
intermédiaire peroxyde n’est pas stable et généuna domposeés distincts par scission de type

3. Les produits formés sont des cétones et debyalds.
La photo-oxydation dépend de plusieurs facteurgriéaence d’oxygéne est indispensable au

phénomene de dépolymérisation par photo-oxydatiémergie apportée par I'exposition a la

lumiere doit étre suffisante pour initier la réaatid’oxydation. L'effet de I'exposition aux
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UV differe selon la répartition des masses molémesades chaines et le taux de réticulation
du polymeré®142

Une fois I'oxydation initiée, un cycle d’auto-oxyaan peut se mettre en place dans le
polymére. L'auto-oxydation est permise par la pnésed’éléments radicalaires qui, s'’ils ne
réagissent pas entre eux, attaquent d’autres isissaturées. Les radicaux libres s’attaquent
en priorité aux liaisons les moins fortes du polyeh&.

Lors de la photo-oxydation surviennent simultanédmedes dépolymérisations et des
réticulations. Lorsque les chaines alkyles du pelgrsont courtes (méthyle et éthyle), les
phénomenes sont a I'équilibre et assurent le nesirdes caractéristiques du matériau durant
le processus de vieillissem&ht*® Selon Chiantoreet al., la duplicité des phénoménes
conduit a de multiples voies de vieillissement. fBfais, quelle que soit la voie majeure, les
produits formés sont toujours les mémes.

La modification de la distribution moléculaire agirsdu polymere est le premier paramétre
indiquant un phénoméne de vieillissement molécefailes travaux de Konagargt al,
confirment I'importance des chaines alkyles coudanss un copolymére de poly(méthyle
méthacrylate-co-alkyle acrylate). Plus la propartite chaines alkyles dans le copolymeére est
grande, plus ce dernier est stable a la photo-aiytdaCes travaux démontrent également que
la stabilité a la photo-oxydation est supérieurecagtes chaines latérales de butyles qu'avec
des chaines méthyf8sSelon Vinuet al, lors d’une exposition aux UV, le taux de scissien
chaines décroit linéairement avec I'augmentatiota daille des groupes alkyles latérdtx
L’équilibre entre la scission de chaines et lactdsition dépend également du degré de
réticulation et de la température. Krongaeiz al. ont établi qu’'un taux de réticulation
important réduit d’autant I'importance de la dépoérisation lors de la photo-oxydation.
Cela serait di a la faible mobilité des chainepalymére, a la diminution de la diffusion de
I'oxygeéne au travers du polymére et au fort tauxammbinaison des especes réactives de
I'oxygéne durant la migration dans le matétfat*> La température influencerait également
I'équilibre. Une température supérieure a la termfpge de transition vitreuse (Tg) serait en
faveur d’une réticulation plus importante. A l'imge, une température inférieure au Tg

conduirait & une rupture des chaines de polytffere
L’ensemble des travaux publiés démontre I'imporéades groupes alkyle dans la stabilité

des copolyméres a la photo-oxydation. Tous lesggoents n'ont pas la méme stabilité a la

photo-oxydation. Chiantoret al. ont également démontré que les groupes alkyleétuo
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(2,2,2-trifluoroéthyle) améliorent la stabilité okigue, thermique et photochimique globale
d’'un copolymére d’acrylatd’.
Plusieurs copolyméres, dont celui de l'implant eBVA®, intégrent d’autres familles
chimiques que les acrylates afin d’améliorer lesgumances optiques et la biocompatibilité.
Ainsi, I'mplant enVISTA® comporte du styréne et des chaines de polyéthyigyeol
(annexe 1).
Lors de la photo-oxydation, le polystyréne jaunsetdépolymérise. La dépolymérisation se
déroule en deux étapes :

- Une dégradation des composes instables a la lumiere

- Une photolyse des structures néoformées par oxydati
La dégradation est directe par formation de radicdooxyle ou indirecte par la production
de cétones dérivées des structures alcoxyle. ldligtad’'un polymére dépend de nombreux
facteurs. Les composés organiques de faible mas$&cataire tels que la benzophénone,
I'anthraquinone, le peroxyde benzoyle facilite fémctions de photo-dégradation, photo-
destruction et photo-oxydation. La benzophénoneorapt la plus grande activité dans
linitiation de tels mécanismes de dégradatfon*
La dégradation dépend de la mobilité des chainedestradicaux libres. Les radicaux
hydroxyles ont une mobilité supérieure a celle plednyles, en lien direct avec la taille des
groupements. Pour prévenir la dégradation du palgnmaes additifs sont ajoutés ; a savoir
des absorbants d’'UV, des filtres de lumiéres, dakilsants, des réducteurs des radicaux
libres et des molécules dégradant les peroxydes.filtees anti-UV proposés pour réduire
I'effet de la photo-oxydation présentent une limitencernant I'épaisseur nécessaire pour
obtenir un plein efféf®
Les chaines polyéthyléne glycol et les hydrogelst ssensibles a I'hydrolys¥. Les
hydrogels, dont le poly-HEMA (PHEMA) est un repnésat, perdent leur capacité
hygroscopique et deviennent fragile a mesure quélsculent lors d’'une exposition aux
UV151.

(b) Vieillissement des acrylates des lentilles intrdaires

Le suivi clinique et certaines évaluations prédliras des lentilles intraoculaires permettent
de renseigner le comportement des implants lorgeidilissement.

Le vieillissement des lentilles intraoculaires pstcu par la diminution de leur transparence
et leur dislocatiol?***® Pour les lentilles hydrophobes, le phénoménglikiening et le

gonflement du polymére en milieu agueux sont degres manifestes d’un vieillissement.
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Le glistening a été décrit pour la premiere fois E985. Il s’agit de l'apparition de
microvacuoles d’eau au sein des implants en aesg/laydrophobes. Le phénomeéne est
cependant présent pour tous les implants a basgyllites ou de silicone mais est
principalement diagnostiqué pour les implants daritant Alcorf. L'explication proposée
pour justifier I'apparition duglisteningvient du procédé de polymérisation. Les lentikes
acrylates hydrophobes ont, pour la majorité, urdrdtation résiduelle voisine de 0,5%. Cette
hydratation correspond aux résidus dimpuretés dpliifes non éliminées lors de la
production. Aprés l'implantation, le réseau du podye, dont la température de transition
vitreuse se situe vers 20°C, devient flexible. €atbbilité des chaines permet aux impuretés
de se réarranger en diffusant au travers du polnhérs d’une diminution de la température,
ces impuretés ne pourraient plus diffuser et deleiant dés lors visibles. Ce phénomeéne de
variation extréme et soudaine des températurgslassible. En effet, il est démontré que les
variations extérieures de température influentlauempérature physiologique de ’humeur
aqueuse. Habituellement de 34°C, la température y@ier entre 30°C et 40 °C selon les
conditions extérieures. La formation dlisteningest visible lors d'un examen intraoculaire a
la lampe fine. Toutefois, la communauté des oplhildgues s’accorde pour conclure que le
glistening ne perturbe pas significativement la vision desiepss. Il n'y a pas d'étude
rapportée sur l'influence qu'aurait ce phénomen&asgualité de vie des patients.

Le phénomene ne semble pas impacter la qualitéNesdu patient a I'exception des implants

toriqueg >+ 17

1. Complications postopératoires

A. Liées a I'acte chirurgical

La chirurgie de la cataracte est accompagnée dénemises complications nécessitant un
abord pluridisciplinaire afin d'en prévenir la semue. Les effets indésirables relevés sont
aigus (inflammation postopératoire), subaigus, bromiques (augmentation de la pression
intraoculaire). Les conséquences cliniqgues sonvestdubénignes dans le cas d'un léger
astigmatisme suite a l'incision de la cornée. D'asitcomplications sont plus graves allant
jusqu’a la cécité ou la perte de I'ceil.

Le principal effet indésirable grave est I'endopinia infectieuse. La contamination

bactérienne au décours de la chirurgie induit unfiection intraoculaire pouvant amener a
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I'ablation de I'ceil si la prise en charge n’est p#ficace. Le taux est trés faible mais avoisine
les 0,8% pour un nombre d'interventions allantssamt (la chirurgie de la cataracte est le
premier acte chirurgical pratigué au monde, et de2600 000 sont réalisées chaque année en
France par exemplg®®'* Le respect scrupuleux des régles d’asepsie dudgératoire, un
temps opératoire court, peu invasif et 'usage tibémthérapies injectées en intracamérulaire
sont les mesures proposées en prévention primaire.

Les autres complications survenant dans la pépedieopératoire sont nombreuses et graves
mais leur fréquence est faible. La dextérité duurbien et son entrainement, a l'aide de
logiciels de simulation, sont deux facteurs notabéyant permis la réduction de ces

complicationd®.

Tableau II : Principales complications associées a la chirurgie la cataracté?

Cataract  Schein etal, NEON, Zaidietal, Jaycocket Greenberget Clarketal,
PORT, 1994+ 200042 2007459 al, 2009443 al, 2011457 2011460
19944
INumber of cases * 717 2603 1000 55,567 45,082 65,060
Percent phacoemulsification 65 65 92 100 99.7 95 (approx)t 100
IIntraoperative (%)
Posterior capsular or 31 1.95 1.6 15 1.92¢ 3.58 NA
zonular rupture
Vitreous loss/anterior 08 1.39 1.1 11 NA NA NA
vitrectomy or aspiration
Iris/ciliary body injury 0.7 0.84 0 1.2 0.55 0.1 NA
Loss of nuclear NA 0.28 <1 0.1 0.18 0.2 0.16
material into vitreous
Suprachoroidal NA 0.14 0 0 0.07 0 NA
hemorrhage
Retrobulbar NA 0 0 01 NA 0 NA
hemorrhage
Postoperative (%) (n=16,731)!
CME 35 321 NA 1.2 1.62 33 NA
Iris abnormalities 13 2.51 NA NA 0.16 NA NA
Comeal edema NA 1.95 <1 07 5.18 NA 0.03
Wound leak or rupture NA 0.84 <1 1A 0.14 NA 0.06
IOL dislocation, 1. 0.28 <1 NA 0.22 0.9 0.19
removal, or exchange
Endophthalmitis 0.13 0.14 <1 0.1 NA 0.2 017
Retinal tear, break, or 0.7 0.14 <1 02 NA 09 0.37
detachment
Visually significant NA NA <1 NA NA NA NA
CME
Persistent iritis NA NA 1.1 1B NA NA NA

1 Source : http://www.inserm.fr/thematiques/neurasoes-sciences-cognitives-neurologie-

psychiatrie/dossiers-d-information/cataracte
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B. Liees au dispositif médical

Outre le glistening, d’autres complications norraigicales sont liées au dispositif médical.
Les propriétés optiques initiales de l'implant pewtvévoluer. L'apparition de phénomene
d’éblouissement, principalement nocturne, est gnaement clinique le plus fréquent.
L’origine de cette complication serait commune astdes implants et expliquée par la
présence de vagues capsulaires sur le trajetldenlare entre la cornée et la rétine. Plusieurs
patients relatent des troubles de vision nocturoet deule la qualité optique de I'implant
serait responsabfe''®? Des cas de dislocation d'implants intraoculaioes été décrits. I
s'agit d’'une complication rare. Les série d'étudamtspeu nombreuses. L'observation et la
discussion de la complication n'est rapportée oo ple rares cas cliniqué&°® La prise

en charge d’'une dislocation d'implant est lourdes Iprincipaux facteurs prédictifs identifiés
sont la présence d’'une dermatite atopique, unectdmie quelle que soit I'indication et le
délai avant la rupture, une inflammation chronigue.délai de survenue est en moyenne de
107 mois. Un taux plus important de dislocation \astchez les patients atteints d’uvéite
chronique. Depuis les années 1990, l'incidencedddscations progresse. Selon Dabrowska-
Kloda et al, cette tendance est liee a I'élargissement géécoémulsification aux patients

porteurs de comorbidités plus quau nombre croissda patients opérés chaque
annéé52'153'166'170

C. Opacification secondaire de I'ceil

L’opacification postopératoire de I'ceil peut avoiteux origines. La principale est

I'opacification capsulaire postérieure (PCO). Edlst physiologique et correspond a une
prolifération anarchique des cellules résiduellescdstallin. La seconde est la calcification

des implants. Elle est quasi exclusivement renéenaivec les lentilles a base d’acrylates
hydrophile$.
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Chapitre IV : L’'opacification capsulaire posterieure

L’opacification de la capsule postérieure est Implication la plus fréquemment rencontrée

dans la chirurgie de la cataracte. Elle trouve @ugine dans la prolifération des cellules de

cristallin résiduelles laissées dans la capsule.

La complication est connue depuis les prémicesdshirurgie moderne de la cataracte. Son
incidence est tres variable selon les études. Debreuses mesures préventives ont été

employées plus ou moins couronnées de stittés

. Epidémiologie et signes clinigues

Les femmes et les personnes non asiatiques somtfrglguemment atteintes de PEDLa
symptomatologie de la PCO est peu complexe. Laif@ration cellulaire bloque la
transmission de la lumieére des lors que les callglent dans I'axe visuel. Ce symptéme
clinique cardinal explique le nom de cataracte sdabe attribuée a la PCO. La baisse
d’acuité visuelle s’accompagne des mémes signes dgms le diagnostic de cataracte
primaire : diplopie monoculaire, éblouissement noot ou encore perte de la sensibilité aux
contrastes. La présence des perles d’Elschnigtesilé@minescence permet de confirmer le
diagnosti¢”

Le développement des systémes de rétro illumingtidans les années 1990 a permis
I'observation de la capsule et ainsi la quantifwatdu degré de PCO (figure 15). Cette
avanceée a également permis de distinguer deux sod@erolifération cellulaire postérieure :
la forme fibrotique et la forme épithéliale en p&rf° La technologie liée au diagnostic de la
PCO s’est depuis développée pour améliorer I'évimnade la prolifération cellulaire. En
effet, 'évaluation de la PCO s’avere étre subjectie qui limite la comparaison directe des
études clinique&’™® De plus, la corrélation entre I'envahissementadeapsule et la géne
visuelle est tres variable selon les patients.d@&stpatients, atteints de stade séveres de PCO,
ne déclarent pas de géne visuelle nécessitant tise @n charge. A linverse, d'autres
patients demandent une intervention des les sfa@esces de la PCO. Ce second facteur de
subjectivité participe a la grande hétérogénéitéé&maluation de l'incidence de la PCO dans

la populatioh’®*"
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Fig. 1. Clinical transillumination photograph, status Fig. 2. Same eye as in Fig. 1, status post Nd: YAG laser
post implantation of a 3-piece, polypropylene loop, secondary posterior capsulotomy.

plano-posterior optic posterior chamber intraocular

lens (PC-10L). Note extensive epithelial pearl forma-

tion.

Fig. 3. Gross photograph from behind of a post-mor- Fig. 4. Gross photograph from behind of a post-mor-
tem human eye with a PC-IOL showing advanced tem human eye showing another example of PCO,
PCO. Opaque cortical material is present not only over primarily fibrosis-type. Numerous posterior capsular
the lens optic, but also peripherally, forming a partial folds (striae) are present.

Soemmerring's ring.

Figure 15 : Photographies de PCO en rétro-illuminesencé’

La représentation nol est une capsule avec urde®CO proche de 100%. La no2 est la méme capsds &alisation de
la capsulotomie circulaire. Les photographies & aehontrent les différents éléments histologiques dans la PCO : les

anneaux de Soemmering en 3 et la fibrose de laizapa 4.

Dans les années 1980 et 1990, lincidence de la B@&@® estimée entre 30 et 50% des
patients adultes opérés de la cataracte quellesgjtida technique chirurgicale employ&e
Avec les progrés de la prise en charge chirurgichilecidence a fortement diminué.
Toutefois, le taux varie d’'une étude a l'autre. @earts sont liés a la reproductibilité de
l'évaluation du grade de PCO ainsi quaux nombretecteurs influencant la
physiopathologie. Selon la méta-analyse dirigéeSgaiaumbergt al, I'incidence de la PCO
serait de 12% la premiére année, de 20 % la tm&iannée et quasiment de 30% cing ans

aprés la chirurgie. Il est noté une trés forteaklité des résultats a 5 dfisElle atteint des
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taux plus important dans la population pédiatriquegtaines études allant jusqu'a rapporter un

taux de prévalence de 106%'7>1°

Quels que soient les chiffres, il est admis qu@CO
est une complication pouvant survenir entre lesn@es mois postopératoires et plusieurs
années aprés la phacoémulsificatidnl’incidence est progressive et les cas tardBs & ou
9 ans postopératoires sont dééfité®!’® Selon Rgnbeckt al, I'usure des bords carrés des
lentilles intraoculaires, et donc de la barriergpposant a la prolifération cellulaire, serait a

I'origine de la survenue de cas tardif de B€O

Il. Traitement de la PCO

Quel que soit le mécanisme de développement d€@ & le taux d’envahissement de la
capsule, I'extraction de I'implant n’est pas née@ss L'unique prise en charge actuellement
reconnue est la capsulotomie. Cette interventioméadisée au laser Nd : YAG€odymium-
doped yttrium aluminium garnetLors du geste, la capsule postérieure est désoafin de
restaurer I'axe visuel.

Le traitement de la PCO par capsulotomie est umegesu invasif mais responsable de
complications. Elles sont peu fréquentes mais pieleement graves. Parmi les complications
sont rapportées des cedémes de la cornée, desedemuis de la rétine, I'apparition de
glaucomes, une altération des propriétés de l'intpiatraoculaire, des cas d’endophtalmie,

d’uvéites ou un trou maculairé-1e°

I1l. Physiopathologie de la PCO et biocompatibilité

A. Physiopathologie cellulaire

L’opacification capsulaire postérieure est une dapen inexacte. La couche unicellulaire de
la capsule ne se modifie pas ou cours de la coatgit L'origine de la complication vient
de la prolifératiorde novode cellules de cristallin résiduelles. Au courdele prolifération,

les cellules prennent un phénotype opalescentguerta prolifération atteint I'axe visuel, la
vision diminue.

Suite a I'extraction du cristallin deux types cHlltes, A et E, sont retrouvés sur la membrane

de la capsufé?
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Les cellules de type A se trouvent au pble antériglles sont présentes des la fin de
I'intervention chirurgicale. D’autres cellules satécrites au pble antérieur. Il s’agit de petites
cellules rondes et fibroblastiques, et des cellgi&antes, majoritairement des macrophages.

Le nombre de cellule est maximal entre 1 et 3 rapigs I'intervention, puis dimint&*:

Les cellules de type E, définies comme étant |#ales épithéliales équatoriales résiduelles,
peuvent migrer le long de la capsule et acquérirphanotype de cellule fibreuse. Ce
phénotype confére aux cellules la forme de perlesi® ballons owladder cell$’%. Ces
cellules évoluent apres la chirurgie. Rapidement,duche cellulaire s’apparente a une fine
couche monocellulaire sans conséquence sur I'azeeli Par la suite, lebladder cells
évoluent pour former leSoemmering’s cellsCette évolution est la conséquence de la
régénérescence cellulaire de type E ainsi quescadllecortex. Suite a l'intervention, d’autres
cellules perdent leur transparence pour former ilt#s multicouches également nommeés
clusters of cells qui enflent avec une augmentation de la prodociie la matrice
extracellulaire. L'ensemble peut s’accompagner e'wilicature de la capsdlé*® Les
différents phénoménes survenant sur les cellulagpdeE aboutissent a la formation de deux

groupes cellulaires : ledusterset les cellules fibreuses.

Les cellules de type A et E peuvent se transforerercellules fibreuses. La principale
différence est la physiopathologie conduisant spéat fibreux. Pour les cellules de type E, le
phénomene est celui de la transdifférenciatiorhépéle-mésenchymateuse.

Il a étée démontré que la vitesse de proliférati@tiutaire et les modifications subies
dépendent des caractéristiques individuelles déerpst’*%*"3#2 De plus, la prolifération
cellulaire n’est pas irréversible. En effet, Buehhl, ainsi que Neumayeat al, ont démontré

le phénomene pléomorphe de la PCO au cours du tepghsn leurs travaux, la PCO est
subdivisée en deux sous-types, une PCO fibrotiqueuree PCO régénérative dont
I'importance varie au cours du temps chez un méatieqt. Le phénomeéne est tel que le taux
de PCO varie visiblement d’un jour a 'auff&*®>

Des cas de régression spontanée de PCO ont éiés gizor Caballercet al. ainsi que par
Nakashimaet al. lls ont constaté des variations de la surfac®@® proche de 70% d’'une
semaine a l'autre. Certains cas de régressioretata également été décrits. Pour chaque
études seules les cellules en forme de perles erirtette évolutiof{®®’

L’étude au long cours des mémes patients a perensutvre la cinétique d’évolution de la

PCO. La dynamique des cellules en perle est comtohans le temps au point quelles
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finissent par se rejoindre pour ne plus former muapis cellulaire d’aspect continu. A
l'inverse, les structures en plaques évoluent [@nement. Elles se contractent par endroit et
s'épaississent donnant un aspect en «fromage eswissu « passoiré¥. De leurs
observations, Neumayer at, défendent la thése de deux phases de PCO : lapge&0ce
dont la durée varie de quelques jours a quelquesesnet la PCO tardive. Dans les premiers
temps post-chirurgicaux, les cellules flottantesidéelles ainsi que les cellules de type A
vont avoir tendance a se répliquer pour donner fameation en «trou de fromage » qui
s'élargit et s’épaissit. Cette premiére phase rést influencée par le choix de I'implant, la
survie cellulaire étant en partie définie par lpamté d’adhésion entre la capsule, les cellules
et I'implant. La phase tardive de la PCO est défpar I'apparition des cellules en forme de
perle puis fibreuses. Celles-ci régressent peu @atesmps, leur cinétique de progression est
fortement liée a la forme de I'implant, et plus tgadiérement a la barriere naturelle que
I'implant forme au contact de la capsule. Ce phé&mrconstitue une barriere mécanique a la
prolifération cellulairé”**¢184

La réalisation d’'une capsulotomie pour restaureidaon modifie le comportement cellulaire.
En effet, selon Neumayeat al, le taux de cellules en forme de perle décroiesgda
réalisation de la capsulotomie. Trois hypothesepliguxeraient cette conséquence: la
diminution de la tension mécanique dans la capdaleivée massive de macrophages de
I'hnumeur vitrée qui augmenteraient la mort celltdailans la capsule et I'afflux de cytokines
provenant de 'humeur aquet&e

B. Physiopathologie biochimique

L’opacification capsulaire postérieure s’accompagie modifications de I'homéostasie
biochimique des cellules de cristallin résiduekéssi que de la composition de la matrice
extracellulaire.

Les cellules épithéliales humaines du cristallipprerent plusieurs protéines. Outre les
différentes isoformes de la cristalline assurantdasparence des cellules, certaines protéines
dont I'alpha-smooth-muscularde l'actine ¢-SMA) indique un début d’EM¥® Les
cellules exprimant-SMA expriment également des protéines de collagiengype |, III, 1V,

V et VI*®L. Une partie de la physiopathologie de la PCO seraliquée par I'action du TGF-
B (Tissular growth factor J8°176-1%

Le TGFf est notamment impliqué dans la fibrose tissuldieeréponse cellulaire au TGF-
est initiée par sa fixation a des récepteurs memalnes couplés a une activité
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sérine/thréonine kinase et emprunte la voie dea$igation des Smads. Il existe trois
isoformes de TGB: TGF$1, TGF$2 et TGFB3. Elles sont trés similaires sur le plan
structural, entre 76 et 80 % identités communest getrouvées dans les séquences
protéiques.

Les récepteurs au TGFappartiennent a deux sous familles : les réceptéertype | et les
récepteurs de type Il (RI et RIl). lls possédentdomaine extracellulaire riche en cystéine et
un domaine intracellulaire qui assure I'activitétgine kinase. Le récepteur RIl a une activité
intrinseque alors que le récepteur RI doit étresphorylé au préalable pour étre actif. Le
TGF se fixe au récepteur RII formant un complexe loéliénérique. Ce dernier va recruter
RI et I'activer par phosphorylation des résiduscilg et sérine. RIIl est un protéoglycane
transmembranaire qui permet d’augmenter I'affieiére le TGH3 et RII.

La transduction du signal se fait par une cascad@hibsphorylations de protéines de la
famille des Smads. Il existe trois types de Smdds Smads associées au récepteur ou R-
Smads qui interagissent directement avec le R¥@cles co-Smads qui sont des ligands des

R-Smads et les Smads inhibiteurs ou I-Smads (fi@)e

TGF-8 TGF-B
Type | receptor | | Type Il receptor Type I receptor | | Type Il receptor
(]

Receptor complex Receptor complex

¥ Q
~ _|Type | receptor Type Il receptor

@—D—> Gene expression

TGF- target gene

Smad complex
Nucleus

Lens Epithelial Cell

Figure 16 : Voie des SMADS des cellules épithélialele cristallin"®

Les R-Smads sont constitués de Smad 2 et Smadr8s Apation du TGH3, le récepteur RI
phosphoryle Smad 2 et Smad 3, ce qui entraine amgement de conformation et démasque
le NLS (Nuclear Localization Signal Elles s’associent ensuite a I'unique co-Smad enis
évidence a ce jour: Smad 4. Ce complexe (Smaan2adS3 et Smad 4) migre alors vers le
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noyau par un meécanisme actif, sous le contrble aie & de l'importine, ou il agit comme
facteur de transcription. Il est a noter que Smagsdimportée dans le noyau uniquement
lorsqu’elle est associée aux R-Smads alors que readmad 3 peuvent étre importées dans
le noyau indépendamment de Smad 4. En I'absenc@nd 4, il n'est pas possible pour
Smad 2 et Smad 3 d’avoir une activité transcriptedie. Smad 4 joue un rdle dans la
régulation de la transcription.

Le complexe Smad 2 - Smad 3 - Smad 4 et dautrefipes déja présentes se lient
directement a I'’ADN, entrainant une activation aweuépression des génes. L’action du
TGF dans les cellules du cristallin favorise I'expressde molécules d’adhérence cellulaire
et de la matrice extracellulaire. La I-Smad, Smad’@ssocie au RI activé et empéche la
phosphorylation de Smad 2 et SmH83°+1%2

C.Physiopathologie de la PCO en présence dun implant

intraoculaire

1. Incidence de la PCO en fonction des lentilles odtdaires

Bien que la PCO soit une complication fréguentetages patients n’en sont jamais
atteints®°1217 | es recherches médicales et scientifiques ontétdout autant de
comprendre le mécanisme de la survenue de la PC® diexpliguer I'absence de
complications pour certains patients.

Les premiéres observations de protéomique fontdatae variabilité des protéines adsorbées
a la surface des lentilles apres implantation.

Parmi les différents matériaux proposés pour laception de lentilles intraoculaires, les
acrylates présentent un bon profil d’affinité pigt&**** Le taux de cellules de cristallin
présentes a la surface des lentilles intraoculargdantées est significativement supérieur
pour les implants en acrylates souples comparagwnemux implants en PMMAp€0,05) et
silicone p<0,01f2 L’observation histologique rejoint la clinique e®montrant une plus
grande force d’adhésion entre la capsule de dits&tlles lentilles en acrylates

2. Physiopathologie protéomique de la PCO

Selon Linnolaet al, la part de I'adsorption protéique dans le risgeedéveloppement de

PCO est primordiale. Selon la théorie du sandwixhosée a la fin des années 1990, la
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fibronectine s’adsorbe conjointement a la surfaee ichplants et sur le pole postérieur de la
capsulé®. Le pont entre les deux éléments est fait sogotément, soit au travers d’'une
couche monocellulaire de cellules épithéliales dusllies de cristallin. Ces observations
histologiques et protéiques sont corrélées au tnsurvenue de PCO chez 'homme et
'animal. La structure sandwich développée par dipg de Linnola est fréquemment
observée chez les patients nayant pas dévelogpBEd>1%

La fibronectine joue un réle central dans la biopatibilité des lentilles intraoculaires. Sa
présence modifie les propriétés de surface desamtgl L'adhésion protéique modifie le
profil de biocompatibilité mais également le risqimectieux®’. Sa présence n'est pas
physiologique. Elle n’est pas produite au niveaulaice chez l'adulte a I'exception des
patients présentant un traumatisme intraocuf&it&® L'adhésion de la fibronectine est un
phénomeéne rapide survenant dés les premiéres heprés l'implantatiol’. Le taux de
fibronectine en surface des lentilles varie danteeps. Selon les travaux de Linnola et son
équipe, le taux de fibronectine diminue entre J1J&taprés implantation. Le taux de
fibronectine adhérente est également différenteelds lentilles en acrylates de fabricants
différents, les lentilles en acrylate de référentiéf@rentes d’'un méme fabricant et entre les
types de copolymér&s,

D’autres protéines sont impliqguées dans la biocaimijgé des lentilles intraoculaires. La
laminine, la vitronectine et le collagéene de typé participeraient directement ou
indirectement & la biocompatibilité Les travaux de Oliveret al, indiquent que le
collagene de type 1V, la laminine et la vitroneetsont également impliqués dans I'adhésion
et la migration de cellules épithéliales de cristadle lapint®. Le réle de chacune des trois
protéines n'est pas clairement défini dans la biguatibilité des lentilles intraoculaires.

Selon 'analyse histologique de capsules de cliistalenée par Linnolat al, la présence de
la vitronectine et de la laminine est associéella de tissus fibreux. Ces deux protéines sont
absentes des structures sandwich. La vitronecshdrés présente au pdle antérieur de la
capsule et a proximité de la capsulorhexie circellaontinue. Ces localisations confirment le
réle de cette protéine dans le processus de cattit®> Cependant la vitronectine, tout
comme la laminine et le collagéne de type IV, petn&re produits par les cellules de
cristallin. Il existe une relation complexe entexpression protéique et la biocompatibilité.

La biocompatibilité et la théorie du sandwich nétest vraisemblablement la présence des
deux protéines. Cependant, I'adhésion de la filotime devrait se faire en premier. Dans un
second temps, le collagene de type IV et la lamiwmiennent s’adsorber sur la fibronectine.

Ces protéines ne sont toutefois pas indispensalilaghésion et la prolifération cellulaite
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La laminine est retrouvée en plus grande quantié€ des implants en acrylates par rapport
aux implants en PMMA, silicone ou hydrogel. Linnelaal, ont également observé un taux
de laminine plus important pour les capsules les pldhérentes aux implants. De plus, le
collagene de type IV est faiblement présent dasssteuctures sandwich mais est trés
abondant sur les implants en silicone ou en hydt&geEn outre, selon les résultats de
plusieurs observations, la forte capacité de lrado collagene de type IV ou de la laminine,
respectivement sur les silicones et les hydrof@®yriserait la prolifération cellulaire et donc

la PCO par un mécanisme indirect>*%

V. Prévention de la PCO

L’opacification capsulaire postérieure est une dizapion commune multifactoriell& "2
Trois axes majeurs de préventions sont actuelleprenen compte.

A. Patients et situations pathologiques a risque

Deux points majeurs sont associés au risque deappeament de la PCO. Le premier est
'age du patient lors de lintervention. En efféd, vitesse de prolifération des cellules
épithéliales de cristallin chez I'enfant est tadlee le taux de PCO est supérieur a celui de
I'adulte. Cette tendance se poursuit avec le terhpsst admis que le risque de PCO est
inversement proportionnel & I'age des patientsdertextraction capsulaifé*”

Le second groupe de facteurs de risque d’opadifitatapsulaire est la présence de
comorbidités. Selon Hashemi al, le risque de développer une PCO serait supécteer la
femmé®. Fonget al.,ont confirmé cette observation en précisant gsi@ésonnes asiatiques
possédent un risque de PCO plus faible que la nm&&h

Les patients atteints de diabéte n'ont pas de eisswpérieur de développer une PCO
postopératoire. Au contraire, le taux de prolifiémtcellulairein vitro est inférieur a celui
d’un contréle sait{>*°

La présence d’une inflammation chronique, telle kuneéite, n’est pas strictement associee a
un risque supplémentaire de développement de P&©@oltélation mise en avant est souvent
biaisée par un age des patients inférieur & cedgi mhtients témoifis?** De méme, les
patients atteints de syndromes de pseudoexfoliatien présenteraient pas de risque

supplémentaire de survenue d’une PCO lors d’unaetian capsulaire non compliqiée
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B. Prévention chirurgicale

Deux principaux facteurs sont maitrisables : ldigaile la capsulorhexie et I'exhaustivité
d’extraction des cellules de cristallin. Une opémt courte, peu traumatique, une
capsulorhexie circulaire continue de 6mm de diagngdnt en quelque sortedeld standard

chirurgical avec un effet préventif positif sur RCO. L'élimination la plus poussée des
cellules de cristallin résiduelles assure égalernantisque de prolifération secondaire plus
faible. Il existe ici une opposition théorique enta vitesse d’intervention et le pourcentage
d’élimination des cellules résiduelles dans la préon de la PCO. Aucune étude n'a a ce
jour défini la priorité entre vitesse et précisign’’?%-2%>Cependant, il est admis qu'il ne ne
sera jamais possible d’aboutir & un polissage estliade la capsule du cristallin aprés

phacoémulsificatioff.

Parmi les autres facteurs de risque évoqués, l#mExdu chirurgien est souvent mise en
avant en particulier la balance entre rapidité tdliwention et qualité du polissage de la
capsulé®. La taille de I'aiguille pour la chirurgie est égment associée & une diminution du
risque de PC®? L’hydrosection, technique consistant & injecter ldjuide sous le
cristallin pour le soulever avant la phacoémulatiien, est associée a un plus faible taux de
PCO? Par ailleurs, certaines chirurgies compliquéesessitent une optimisation du
protocole. Il est recommandé aux chirurgiens devgiréune solution alternative en cas
d’'inadéquation du choix primaire de la lentilleratdculaire et I'anatomie de la capsule. De
plus, la rigidité du cristallin pour les personrégges et la plasticité de la capsule chez les
enfants demandent une adaptation des protocole=z (€8 enfants et les patients jeunes,
I'assistance d'un femtolaser lors de la capsuldenest vivement recommand&&'®

La phacoémulsification et le polissage de la capealdoivent pas endommager celle-ci. Une
rupture du sac capsulaire est associée a une mnsausvacompatibilité postopératoire. Elle est
la conséquence de I'exposition de l'implant & I'rmum vitrée et a I'afflux des cellules
immunitaire§””.

Lors de la mise en place de la lentille intraoaelail’emplacement des haptiques est
primordial pour garantir une bonne prévention dBGO. Le placement de la lentille dans la
capsule joue un role dans la survenue de la PCQuribeipe du placement des haptiques
appelé «4n the bag» reléve du constat qu'un bon placement des hagiglans le sac
capsulaire, au niveau des zonules, permet de is&blid lentille et de tendre la capsule. Ce

placement diminue le contact du pbéle antérieur alecdpsule avec la lentille, limite la
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formation des vagues capsulaires au niveau postéee réduit le risque de rotation de
limplant'®® 1l a été démontré qu’un sac capsulaire tenduraasu meilleur contact entre la
capsule et la lentilfi@*?°® En outre, la théorie du sandwich de Linneial, met en avant que

le contact trés proche de l'implant & la capsulemgé de bloquer mécaniquement la

prolifération cellulaire le long de la capstile
C.Prévention pharmacologique

Peu de soins sont connus pour prévenir I'apparittbane PCO. L'implication de
l'inflammation dans les premiéres étapes de la ippbgshologie encourage I'utilisation
systématique d’anti-inflammatoires en collyre estppératoire.

A défaut de soins associés clairement définis,igms principes actifs ont été utilisés en
prévention primaire de la PCO : anti-inflammatojrastinéoplasiques, cytotoxiques, facteurs
de croissance. Des essaisvitro avec L’erufosine, 'EDTA et des antagonistes duFii2
ont été publié<®2°°?13 Tous sont des pistes de développement d'intérét la prévention
de la PCO dans le futur. Meacoekal, ont conduit une évaluation clinique pour détemni
I'effet préventif d’'un polypeptide, la ricine A, sila PCO. A un an de la chirurgie, I'effet
préventif est démontré toutefois, la toxine utdissdsmporte un risque d’uvéite postopératoire

significatif*

D.Prévention de la PCO par le choix de la lentilleaaculaire

Elle concerne tous les patients et tous les tyfisgplhnts intraoculaires. Les connaissances
scientifiques et médicales actuelles ont permigpualication de conférences consensus.
Toutes les méta-analyses publiées concluent susieplts points dont limportance
d’'implanter des lentilles intraoculaires 1-piec&onvexes ou plano-convexes a bord carrés
en acrylates hydrophopgg#160:203215-217

Nishi et al, ont conclu que seule la forme de lI'implant, ehrpas le type de copolymere,
permettait de réduire le taux de PCOToutefois plusieurs évaluatioris, vitro et in vivo,
indiquent que la biocompatibilité cellulaire etdleésion protéique varient selon le type de
surface (matériau et rugosite§'®2%

Peng Qet al.,ont démontré que la tension dans la capsule ggirtante dans la prévention

de la PCO. Elle dépend de la taille de la capsulgeesa géométrie. Selon les dimensions
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exactes, la tension générée par les haptiques nerYa Nishi et al., ont conclu que la
concordance entre la taille de I'optique et ceidal capsule était importante pour obtenir un
effet barriere maxim&". De la méme maniére, Leishmat al., ont jugé satisfaisante
l'utilisation d’un dispositif médical circulaire fétré. Ce systéme est congu pour prévenir
I'apparition de la PCO par blocage mécanique dprddifération cellulaire tout en laissant
circuler 'humeur aqueué®. Floyd et al., ont pour leur part évalué l'effet préventif d’une
lentille intraoculaire dont les haptiques occupenite la place vacante de la capsule afin de
maximiser le blocage mécanique de la prolifératielfulaire®’,

Outre la forme des implants, le traitement de serfaar pegylation a été utilisé pour prévenir
la PCO. Le greffage de PEG aux copolymeres d’aiyéh de styrene permet d’accroitre
I'nydrophilie du copolymére par la formation deidians hydrogénes a I'humeur aqueuse.
L’hydrophilie du PEG assure un effet préventif @Galhésion protéique en surface. Les PEG
sont liés a des chaines principales hydrophobeguiceonfere a I'ensemble des propriétés
amphiphiles. Les conditions environnantes du capéehg peuvent modifier les groupements
fonctionnels et faire varier la balance entre lescfions hydrophiles et hydrophobes en
surface des copolymeres. Ces modifications dépénciamointement de la composition
initiale du copolymere et de la température dueuikinsi que de la longueur du greffage du
PEG?%2® plusieurs évaluations de I'efficacité de la paggh ont été réalisées. Toutefois
les conclusions divergefit®2** D'autres techniques que la pégylation, dontdéement du
copolymére au plasma, ont été testées pour modigirophilie de surface des implafits

Le greffage des surfaces des lentilles intraocesapar de I'héparine a également été essayé
pour prévenir I'inflammation induite par les imptalf*#2%2°

De I'ensemble des méthodes testées, seule la piégytke surface semble encore aujourd’hui
présenter un intérét clinique. Ainsi, les implamisVISTA® possédent de nombreuses chaines

de polyéthyléne glycol dont I'objectif est de préirda PCG%°2%’
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Chapitre IV : Evaluation préclinique

|. Contexte réglementaire européen

L’évaluation des dispositifs médicaux est défingr pa directive européenne 93/42/CEE,
texte fondateur dans I'évaluation du dispositif mell transposée en droit francais et
appliguée depuis 1995 en France. Cette directiveduit le principe du marquage CE pour la
commercialisation et la libre circulation des disitils médicaux au sein de I'Union
européenne.

L’obtention du marquage CE est sous la responsaliéis organismes notifiés. Leur role est
de vérifier la conformité du dispositif médical aexigences essentielles décrites dans la
directive 93/42/CEE. Ces exigences visent a asdargoerformance et la sécurité des
utilisateurs. Elles sont divisées en exigences rgég® et en exigences relatives a la
conception et a la construction des dispositifsioaek.

La conformité est fondée sur I'analyse des bénefetedes risques du dispositif médical
associés a son utilisation ainsi qu’'a ses mésusages

La directive européenne 93/42/CE a été amendéa pianective 2007/47/CE. Cette évolution
de la réglementation européenne consolide et gréessexigences essentielles. L'évaluation
clinigue nécessaire a I'obtention du marquage GEtsiuve fortement renforcée. Cette
derniére doit étre menée apres l'autorisation dengercialisation pour justifier le maintien
du marquage CE dans le temps. L'évaluation préglmin’apparait pas comme une exigence
essentielle a part entiere mais reste un élémeigpensable pour I'obtention du marquage
CE.

Dans le parcours d’obtention du marquage CE I'awlgréclinique est évaluée par les
autorités compétentes nationales et les comitégquéth pour autoriser la conduite

d’investigations cliniques.
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Il. Modele d’évaluation préclinigue appligué aux |desl

intraoculaires

L’analyse préclinique regroupe les évaluatiomwitro et si besoin des évaluatioms vivo.

Les deux types de tests applicables aux lentilsaaculaires sont définis par plusieurs
normes internationales transcrites en droits e@moeé national.

Les normes d’intéréts sont issues de I'ensemblendeses ISO Ifternational organization
for standardizatioh 10993 et plus particulierement les normes 10998-10993-13. Ces
normes chapeaux destinées a tous les dispositificenx sont complétées par des normes
spécifiques. Celles applicables aux lentilles mdrdaires sont les normes ISO 11979-1 a
11979-10.

Outre les recommandations pour évaluer la perfocemaptique des lentilles intraoculaires, la
lecture des normes propose plusieurs méthodeseilisgement accéléré des ces implants.
Les méthodes proposées se fondent sur un vieilisse par thermolyse puis par photo-
oxydation. Le premier protocole de vieillissemest etalisé selon le principe de la loi
d’Arrhenius. Cette loi est fondée sur le princigela relation entre la vélocité d’'une réaction
chimique et I'énergie fournie (sous forme de chglela norme ISO 10993-13 propose de
mener le vieillissement & forte température etétempérature cohérente avec les conditions
d’utilisation de pratique courante du dispositifdizal.

Le second protocole de vieillissement est une i@act oxydation du polymere par I'action
de rayons ultraviolets. La norme ISO 11979-5 prepase formule permettant le calcul du
facteur d’accélération (figure 17). Ce calcul edpehdant de I'exposition solaire moyenne

subie a la latitude de référence sélectionnée [fpmaelération du vieillissement.

~
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Figure 17 : Formule de vieillissement par photo-oxgation selon I''SO 11979-5:2006

11=0,3mW/cm2 est l'intensité du rayonnement UV-Aviko dans la plage 300-400nm, t est la durée mogehexposition
journaliere a la lumiere solaire (t=3h), T1 estllaée d’exposition in vivo, n est le facteur d’im@é=1, 12 est l'intensité

artificielle générée et T2 le temps de vieillissetreccéléré.
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Les propriétés optiques et mécaniques des lenstes qualifiees par deux normes : I'ISO
11979-2 et ISO 11979-3. L’équivalence des prdapsé@vant ou apres vieillissement permet
d’assurer le maintien des performances au courgdilissement et donc la conformité de
I'implant pour I'obtention du marquage CE.

La synthese, le fagconnage, la stérilisation etiddligsement des dispositifs médicaux a base
de polymeres entrainent la formation de composéaildie masse moléculaire (CFMM). Ces
derniers ont la capacité de diffuser au traverpalymere. Cette mobilité dépend de plusieurs
paramétres. Le principal facteur est le coefficamtiffusion de ces entités. Il est directement
dépendant de [larrangement supramoléculaire desineha et des propriétés
thermodynamiques du polymere. L’évaluation des @asans en surface de ces composeés et
le relargage dans le milieu proche sont normégyuamtité totale de composés exsudés doit
étre mesurée. La perte de masse totale doit éleées selon la masse initiale du dispositif
pour en définir le risque pour les performanceslidpositif et prédire la toxicité globale pour
les utilisateurs. Pour autant, aucune spécificatiest proposée pour un taux limite supérieur
de perte de masse acceptable.

L’analyse préclinique inclue I'analyse des compasésactibles. Toutefois, aucune exigence
quant a la méthodologie n’est formulée. Les recondatons portent sur des méthodes
applicables devant étre adaptées a la spécifinitdigpositif médical développé. Le choix est
laissé au fabricant ou a son mandataire qui, emtifim de critéeres décisionnels, doit
approfondir l'investigation des composés extraesblCelui-ci doit pouvoir répondre du
rationnel scientifique justifiant la conduite dessa&is et I'application des conditions
expérimentales choisies.

La norme ISO EN NF 10993-18:2009 précise dans 58l article que les données
qualitatives du relargage sont nécessaires a feevales données quantitatives dont la
présence est corrélée au risque de toxicité biglegi Cependant, en raison de la
méconnaissance totale ou partielle de ces compobkasun des éléments extraits doit étre
considéré comme biodisponible et donc comme patlétient toxique. L'analyse du risque
chimique peut se faire directement sur les compes#ésits ou par équivalence de toxicité
selon des analogies structurales. Le logigrammeédesion est précisé dans les annexes de
définition de I'équivalence de toxicité de la nor@93-18 :2009 (figure 18).

Les additifs et des impuretés de synthéses assetiédispositif médical doivent étre
communiqués pour I'obtention du marquage CE. Leuesglobal y est directement lié. Ce
niveau de risque est identique au risque globatlidpositif médical testé, lequel permet de

définir la classe. Le risque est fondé sur la dul@gilisation, l'invasivité et le type de
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matériaux utilisés dans la conception. Les inforomst qualitatives du risque chimique
doivent comporter au minimum suffisamment d’infotioas pour établir une équivalence, si
elle existe, a un dispositif médical déja commdis®a Si les informations qualitatives ne sont
pas suffisantes, I'analyse quantitative doit étemée. L'ISO 10993-18 :2009 fixe cing étapes
pour établir la caractérisation chimique :

- Informations qualitatives ;

- Equivalence du matériau ;

- Informations quantitatives ;

- Evaluation quantitative des risques

- Exposition cliniqgue aux substances chimiques ptésgestimée.

Etape 1: Données
pertinentes de toutes
les especes chimiques

présentes dans le

dispositif médical

Stopper caractérisation
chimique et la
Y »| documenter en vue de
OuUl _ ‘ I’évaluation de la
4 sécurité biologique

a .

v ‘Non

Non £
Etape Etape 5: Protocole
3:Détermination de _ _ Oul | d’extraction forcée
la composition pour estimer
quantitative totale I’exposition clinique

b \v/

Figure 18 : Logigramme pour I'évaluation chimiquesselon I''SO 10993-18

L’analyse qualitative chimique peut étre baséelesiinformations du fournisseur de matiére
premiere. Si ces informations semblent insuffissintme caractérisation doit é&tre menée par
le fabricant. L'investigation doit étre particukénent poussée si I'analyse de risque fait
ressortir 'exposition du patient a des substabésiques toxiques spécifiques.
L’investigation préclinique n’est pas uniquememdeée sur la stabilité physico-chimique du
dispositif médical. La conduite d’investigation dasles milieux biologiques aa vivo peut

étre utile pour appréhender au mieux le vieillissetmaturel du dispositif.
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Les évaluations biologiques vitro etin vivo n’ont pas les mémes objectifs. Toutefois, Les
normes ISO indiquent que les tests précliniquesameoivent toujours limiter le recours aux
animaux.

La norme ISO EN NF 10993-1: 2009 liste les testsadt étre conduits en fonction de
l'invasivité et du risque du dispositif médical.l@ela durée d'utilisation (<24h, <30 jours ou
>30 jours), les liquides biologiques et les tissascontact avec le dispositif, les tests types
devant étre conduits varient.

Les tests décrits dans les normes ISO 10993 somttems généraux devant pourvoir
s’appliqguer a tous dispositifs médicaux en cours déeeloppement. lls concernent la
cytotoxicité, la sensibilisation, lirritation, ldoxicité systémique aigie, la génotoxicite,
I’'hnémocompatibilité et I'impact de l'implantatiorCes tests prennent en compte, dans la
limite du possible, le dispositif médical entielext extractions forcées réalisées.

Les lentilles intraoculaires sont des dispositifsdicaux implantés plus de 30 jours. lls sont
en contact direct avec des tissus biologiques.iAfleasemble des tests biologiques cités est
a réaliser. Seule 'hémocompatibilité n'est pasépignécessaire dans I'évaluation du risque
biologique. Pour chaque test, les grands prinaileesgueur sont précisés dans les différentes
normes I1SO 10993. Elles renvoient dans de nombrass et particulierement pour les
évaluationsin vivo, aux documents de I'Organisation de CoopératiodeeDéveloppement
Economique (OCDE). Pour chaque dispositif médites, régles générales doivent étre
ajustées a la spécificité du lieu d'utilisationuPtes lentilles intraoculaires la norme 1ISO EN
NF 11979-5: 2006, relative aux évaluations deitedmpatibilité, ne précise pas de lignée
cellulaire spécifique. Seule les exigences géngrafappliquent; a savoir une lignée
cellulaire de source connue, immortalisée et sayrtoptasme. Idéalement, dans le contexte
d’utilisation, et du fait de 'noméostasie pertuebéles cellules épithéliales de cristallin
cataracté devraient étre utilisées. Les autres deshandés sont conduitsvivo.

La méthodologiein vivo n'est pas toujours permise de par la complexitéadhille des
dispositifs médicaux. Cette limite est proportioiima la taille des dispositifs médicaux ainsi
gu’a leur spécificité. Dans le cas des lentillesainculaires, deux modeles animaux se sont
imposés. Le lapin est le modele préconisé par I'EB® NF 11979-5: 2006 du fait de
I'historique d’utilisation. La souris a égalemente autilisée dans plusieurs publications
scientifiques.

Des avantages et des inconvénients de I'expériri@mtanimal, il ressort que I'investigation

in vivo permet la réalisation d’'implantation bilatéraleulefois, le lapin est un modéle ne
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pouvant étre suivi que durant six mois. Au-delddanation de fibrine et la prolifération
cellulaire limite la qualité des données obtenues.

Lors de l'investigatiorin vivo chez I'animal, les principaux critéres évalués sdatcontact
lentille et endothélium cornéen, le collapsus deHambre antérieure, le saignement de la
chambre antérieure, 'endommagement de I'iris dsifionnement des haptiques de la lentille,
'emplacement et le centrage de I'optique, les [gnoles chirurgicaux inhabituels.

Au cours des protocoles d’'analyse, lors du saerifies animaux, une observation biologique
est faite sur les explants. La présence de fibtmdélamboiement, les cellules observées et
I'adhésion sont parmi les critéres biologiques soté recherche de signes de calcifications
et les débris cellulaires sont également mis erresuv

L’analyse préclinique biologique, ou I'évaluatioa t biocompatibilité, est également basée
sur la détermination de la cytotoxicité sur unepdusieurs lignées cellulaires spécifiques.
Dans le cas des lentilles intraoculaires, les Edlé@pithéliales de cristallin sont un modele
essentiel. L'évaluation de la biocompatibilité petgalement se faire par évaluation du
comportement de fibroblastes au contact du dispasédical. Cette évaluation permet de
proposer une prédiction du risque de réactionnmffetoire au contact de I'implant.

La transposition de I'évaluation précliniquevitro ou in vivo fait débat. Pour améliorer les
connaissances et permettre une bonne prédictii#® risques associés aux dispositifs
médicaux implantables, autant pour les risquesopes que les complications tardives,
plusieurs équipes scientifiques ont proposé de emww milieux de vieilissement et des

protocoles d’évaluation des lentilles intraoculsire

Le choix cellulaire n'est également pas préciséskmt libre I'utilisation de souches

cellulaires saines ou cataractées.

Les normes ne sont pas les seules sources de @efocur I'évaluation préclinique des

lentilles intraoculaires. Plusieurs équipes ontppee difféerents modéles et schémas

d’évaluation.

[1l. L’évaluation cliniqgue des lentilles intraoculaires

Les bases de la conduite d'une investigation dli@igur les lentilles intraoculaires sont
données par la norme ISO EN NF 11979-7 : 2014 .cheactéristiques générales listées sont

l'acuité visuelle, la réfraction subjective, la gs®n intraoculaire, I'état de la cornée, les
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signes d’inflammation (cellules de le chambre aetge, flare de la chambre antérieure,
cedeme maculaire cystoide, hypopion et endophtalini®jage pupillaire, décollement de la
rétine, état des capsules postérieure et antédéaentrage de la LIO, décoloration de la LIO
et enfin I'opacité de la LIO.

L’'ISO 11979-7: 2014 préconise deux durées minisgb®ur l'investigation clinique.
L’investigation clinique peut se limiter a une aarst le dispositif implantable ne présente pas
de rupture majeure d’'innovation au regard des difif médicaux préexistants. Dans le cas
d’un dispositif médical intraoculaire présentaneunpture majeure I'investigation clinique
ne doit pas étre inférieure a trois ans. Ces d@lais/ent paraitre court au regard du délai
d’apparition de certains complications tardivestdardislocation des implants et la PCO sont
des exemples pour les lentilles intraoculaires.

Selon les spécificités des lentilles implantéesutless éléments d’investigation sont suivis.
Pour les lentilles toriques, indiquées pour lesepéd astigmates, une évaluation préalable du
risque de rotation de I'implant doit étre faite siles implants non torigues de méme
géomeétrie.

Le plan d’évaluation clinique prend en compte kxjue d’événement indésirable grave de
deux maniéres. La premiére est I'inclusion en dehiexses des patients. Une premiére cohorte
d’inclusion permet d’établir la sécurité a 6 mdss.celle-ci est suffisante, la seconde phase
d’inclusion débute.

Les effets indésirables attendus sont listés parolane ISO EN NF 11979-7. A chaque
événement indésirable est associé une performanséatirité (SPE). Au dela du SPE ajusté,
le dispositif ne présente plus un profil de perfante acceptable aux yeux des incidences

connues pour des lentilles intraoculaires déjarades.

IV. Innovation dans I'évaluation préclinigue des |dasl

intraoculaires

L'investigation préclinique pour les lentilles iatculaires, telle qu'elle est définie par les
normes ISO, ne prend pas en compte I'ensemblasipges connus.

De toutes les complications, l'opacification caps@ postérieure reste l'une des plus
fréequentes. Cependant ce risque n'est pas spéaifigat décrit dans les normes proposant
une méthodologie d’investigation clinique des lgggiintraoculaires. De plus, aucun modéle
n’est proposé pour évaluer, en lors des essaidirpgees, le risque de PCO. Pour autant, de
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nombreuses lentilles intraoculaires sont commeséeas avec I'objectif d’apporter une acuité
visuelle améliorée et un taux de PCO réduit.

Plusieurs études scientifiqgues ont proposé des lem@éécliniquedn vitro d’évaluation de la
PCO. En outre, la transdifférenciation épithélioserchymateuse n’est pas spécifique aux
cellules épithéliales de cristallin. Cette modifioa histologique est rencontrée dans d’autres
pathologies. Ainsi, la résistance de certainesékgn cellulaires cancéreuses a certains
traitements antinéoplasiques s’expliquerait, sutages aspects, par le méme processus
biochimique et histologiqd&®?3*® Ces informations croisées ont permis de concedes
nouvelles approchesn vitro pour évaluer l'efficacité d’outils thérapeutiquesnd la
prévention de la PCO.

De tous les modeles proposés, les modéles cedlalaont principalement des monocultures.
Trois principales lignées cellulaires sont connpesr les travaux sur la PCO : I'HLEB3, la
lignée SRA01/04 et la lignée FHL124. Toutes n'oak pes mémes caracteristiques et le
méme comportement aux différents stimuli. Aucugade n’est issue de cellules de cristallin
cataracté ce qui constitue un biais important dansansposition des résultats obtefits
Outre ces trois lignées, les études précliniqudsigms sont réalisées avec des cellules
bovines, humaines ou porcin&g?24240-242

D’autres équipes ont centré leurs travaux sur icertaspects de la biocompatibilité.
Pintawalaet al, ont ainsi proposé une coculture cellulaire paaier I'inflammation induite
par les lentilles intraoculaires. Cette approchegre la réaction induite par 'implant sur les
macrophages. L’action des macrophages sur leslelipithéliales de cristallin est vue
simultanément. Elle permet d’évaluer la biocomphtibuvéale des lentilles intraoculaires.
Ce modéle présente un intérét prédictif si le patést atteint de comorbidités telles que une
rupture capsulaire postérieure, une uvéite ou ndreyne de pseudoexfolliatioh.

Plusieurs modéles animaux ont été testés danduati@n in vivo préclinique. Des rats ont
été utilisés pour des études sur l'incidence deP@O dans un contexte faiblement
inflammatoiré**. Des modéles murins, dont des modéles transgéniquie été testés pour
évaluer I'importance de chaque étape dans la casocatlite par le TGB2 dans la
physiopathologie de la PC#1245:248

Le travail in vivo devant étre limité a son strict minimum, l'utilisat de modeleex-vivo
suscite un grand intérét. L'utilisation de sacs scdgires explantés présente plusieurs
avantages théoriques : géométriques, biochimigubsmlogiques. Les modéles capsulaires

permettent dans un méme temps de travailler sypofgtionnement de l'implant dans la
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capsule et sur les voies d’induction de la trafé&dihiciation cellulaire. Les sacs capsulaires
de plusieurs especes ont été testés : 'Hommehiencla poule, le cochon, la vache et le
Iapin190'205’24.7

Lloyd et al, ont proposé une série de tests systématiquesépalurer la biocompatibilité des
lentilles intraoculaires. Leur approche en troisges inclut des évaluations cellulaires, des
évaluations protéiques et une investigationvivo. L’adhésion cellulaire au contact de
limplant est menée avec quatre types de lignédtulaiees: des fibroblastes, des
granulocytes, des macrophages et des cellules rediddés de cornée. L’adhésion
bactérienne est, selon leur approche, un facteler dans I'évaluation précliniquim vitro.
Enfin la derniére étape concerne I'évaluationvivo chez des lapins blancs de Nouvelle-
Zélandé®.

De multiples lignées cellulaires, autre que desdas epithéliales de cristallin, ont été testées
par d’autres équipes sans pour autant apporteraim rgajeur dans la transposition des
résultatsn vitro & I'in vive®®.

La PCO a également été évaluée a l'aide de marsjweliulaires liés a la physiopathologie
de 'EMT. La fibronectine et §-SMA sont deux marqueurs biologiques les plus feégument
rencontrés. Quelle que soit la voie intracellulanigde dans la physiopathologie de la
cataracte, la quantité de fibronectine dans laiogagxtracellulaire est augment&e® Par
conséquent, plusieurs équipes ont utilisé la fibotine comme marqueur de 'TEMT au méme

titre quea-SMA, la vitronectine ou d’autres messagers inftafzgres’®188249-251
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Partie expéerimentale

Chapitre 1 : Matériels et méthodes

|. Echantillons

L’approche expérimentale a été menée sur des l&ntihtraoculaires répondant aux
recommandations de la FDA et de 'ANSM. Les conesmaédicaux préconisent l'utilisation
de lentilles intraoculaires a base d’acrylates bytlobes monofocales 1-piece a bords carrés
pour prévenir la survenue de I'opacification capsel postérieuré*

Tous les implants utilisés étaient stériles et d'ufioptrie de +28 +0,55. lls étaient
identiques en tout point aux dispositifs médicaagtohés a étre implantés. Tous les implants

ont été testés dans les six mois suivant leur toau
A. Implants

Les implants enVISTA MX60 (Bausch and Lonfbincorporated Rochester, NY, USA) ont
été commercialisés la fin des années 2000. Ceantgpbont biconvexes asphériques sur les
deux faces. Tout le bord de I'implant est carrécawe angle de 90°. lls sont constitués d’'un
copolymére de deux acrylates hydrophobes ; a ségthiylene glycol phényle éther acrylate
(EGPEA) et I'éthylene glycol diméthacrylate (EGDMj,un acrylate hydrophile, le 2-
hydroxy éthyle méthacrylate (HEMA) et de styréfié Annexe 13°* Malgré la composition

du copolymeére, les implants sont considérés comydeophobes. La présence de l'acrylate
hydrophile permet une hydratation de I'implant a A%%is nécessite un conditionnement de
I'implant dans une solution saline de NaCl a 0,9%.

Dans le cadre de ce travalil, les implants ontdgétifiés par leur numéro de série raccourcis

précédeé des lettres du fabricant (BL pour Bausdio&b).
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Figure 19 : Implant enVISTA® MX60

Source : document commercial Bausch & Lomb.

B. Solutions

1. Solutions de conservation (SC)

Le terme solution de conservation s’applique auidig dans lequel I'implant est conservé

entre sa fabrication et son utilisation.

2. Solutions de vieillissement (SV)

Pour I'ensemble des implants analysés, dés lorangupartie de leur vieillissement en
laboratoire est réalisée dans un milieu liquiddetene solution de vieillissement est employée

pour qualifier le liquide utilisé.

3. Solutions de rincage (SR)

Les protocoles de préparation des échantillonsi@mtldes solutions de ringcage des implants
pour éliminer tout élément en surface (impuretésy®hese initiale, cristaux de NaCl post
vieillissement). Ces solutions sont dénommeées isolutle ringage avant vieillissement
(SRaV) et solution de ringcage aprés vieillissen{&RapV). Il s’agit dans les deux cas d’eau

déionisée type milli®,
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Il. Procédures de vieillissement des échantillons

A. Description générale

Sept conditions de vieillissement distinctes ot téstées : une condition de vieillissement

naturel et six conditions de vieillissements at#is (n vitro).

1. Préparation des implants pour analyse

Avant leur utilisation, tous les implants sont cemgs dans leurs conditionnements primaires
et secondaires selon les recommandations desdatlsic

A l'ouverture du conditionnement primaire, la sadat de conservation est placée dans un
tube a hémolyse (tube en verre 5mL). L'implantreahipulé par les haptiques avec une pince
plate atraumatique. L'implant est rincé par traiamersions successives dans 1mL d’eau
déionisée (type milli®) stérile. Une fois rincé, I'implant est placé dams flacon en verre
transparent dans 1500 de sérum physiologique stérile (solution saline).

Apres avoir subi la procédure de vieillissemernitnplant est récupéré puis rincé par cinq
immersions successives dans une solution d’eawnnidé® (notée SRapV). Une fois rincé,
limplant est placé dans une boite en plexidlass enceinte close thermostatée & 25°C. Une
fois déposeé, I'implant est considéré comme polatiséface en contact avec le support est
potentiellement altérée et ne sera donc pas amalisésecond coté de I'implant, dont I'état

de surface est jugé comme préserve, servira pangllyse de surface.

2. Implants neufs

Les implants neufs correspondent a ceux n'ayantcuud les effets du vieillissement naturel

dans le conditionnement primaire aux conditionstdekage usuelles.

3. Hydrolyse seule

(@) Hydrolyse courte

Cette condition de vieillissement est basée surdesmmandations de I'lSO EN NF 10993-
13 (2009).

77



Apres préparation préalable au vieillissemetitpartie 1 « Préparation des implants pour
I'analyse »), les implants sont immergés dans [ilbGfe sérum physiologique.

Les implants sont placés au sein d’'une enceintenibstatée dont la température est fixée a
37°C durant 72 heuresde temps de vieillissement. Une agitation orbitge utilisée pour

reproduire les mouvements browniens induits pdujed’humeur aqueuse de I'ceil.
(b) Hydrolyse forcée

Cette deuxieme procédure est basée sur les recatatiars de I'ISO EN NF 10993-13:
20009.

Apres préparation pour le vieillissement, les imgdasont immergés dans une solution de
150QuL de sérum physiologique.

Les implants sont placés dans une enceinte theamdestiont la température est réglé®zC
durant 60 jours de temps de vieillissement sous agitation ideeti@eelle appliquée dans les

conditions précédentes.

4, Photo-oxydation

(@) Principe

Le spectre solaire est en grande partie filtré ligaimosphére. Seule une partie du spectre
atteint la surface et doit donc étre considérées daméalisation des études de vieillissement
acceleré.

Plusieurs sources lumineuses ont été développ&esiettilisées pour reproduire I'exposition
solaire. Depuis quelques années, l'utilisation @®des fonctionnant par arc au xénon est

proposée (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique d'une encéaQ-sun

Les Iampes{@ émettent le spectre solaire au dessus des édbamtposés sur le pIate. Le spectre est coupé aux
longueurs d’ondes voulues par un fiI, la température est réglée selon la températu@deeinte ou celle d'un

panneau no. Une climatisation permet de compenser la chalégagée par I'arc au xén.
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Figure 21 : Spectre solaire vrai et reproduit par ac au xénon

Le choix du filtre a été fait pour obtenir un ptafpectral voisin de celui recu derriére une

fenétre qui s’apparente au spectre filtré par ta@e (figure 21).
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(b) Mise en ceuvre

Le calcul du facteur d’accélération entre I'expiosit reproduite par I'arc au xénon et
I'exposition naturelle arrivant dans I'ceil est pogp par la norme ISO EN NF 11979-5 point
5.5 « Essai de stabilité aux photons », dont lemael scientifique est justifié comme tel

(Figure 22 : Calcul du facteur d'accélération crilissement par photo-oxydation)

-1
n

(24)

\ ¢

)
T, =365 x Ty []_2]
I

Figure 22 : Calcul du facteur d’accélération du vidlissement, norme ISO EN NF 11979-5

« Les parametres suivants sont considérés comrtiagres pour une exposition in situ d'une LIO (lmtintraoculaire) au
rayonnement UV :

1. Lintensité du rayonnement UV-A in vivo dans la ggacomprise entre 300 nm et 400 nm, dans la pogitéola
LIO et dans des conditions de lumiére diffuse (10)3 mW/cm2 ; I'estimation acceptée internatiomeet pour
l'intensité totale de la lumiére solaire corresp@ndne moyenne de 1 kW/m2 (100 mW/cm2) dans lesszon
ensoleillées proches du tropique du Cancer. Lagodes longueurs d'onde proches de l'ultravioles da plage
comprise entre 300 nm et 400 nm correspond a en¥if® % de l'intensité totale, soit environ 6,5 mMkV2. Les
lentilles intraoculaires sont exposées a la lums@taire qui atteint l'arriére de la cornée etrfleur aqueuse. Dans
le spectre de la lumiére solaire, la partie proged'ultraviolet qui n'est pas absorbée par la @oret I'humeur
aqueuse et qui peut potentiellement endommager@gpar dégradation photochimique est compriseeed@ %
et 50 % du rayonnement UV-A total. En supposant gueornée et 'hnumeur aqueuse absorbent 50 % du
rayonnement UV-A, la LIO est exposée a un rayonmerde 3,25 mW/cm2 dans la plage comprise entren®00
et 400 nm pour une intensité totale de lumiereigol&'intensité de la lumiére diffuse réfléchia ésaluée a un
dixieme de la valeur mentionnée ci-dessus. L'iatoi d'une lentille intraoculaire in vivo est dofienviron 0,3
mw/cm2.
La durée d'exposition journaliére a la lumiere selé&) : 3 h ;
La durée d'exposition in vivo (T1) : 20 ans ;

Le facteur d'intensité (n) : 1 (c'est-a-dire I'mé#é maximale observée dans des régions ensekillé

o M 0N

la période d'essai in vitro (T2, en jours) peué &alculée a I'aide de I'équation suivante (voiRfce [1]), avec
(I2) étant l'intensité in vitro de la source de aayement dans la plage comprise entre 300 nm etn4@0
Exemple : Si 2 =10mW/cm2, T2 =27,4 . »

Une fois préparés, les échantillons ont été placésiveau du plateau central. La hauteur
du plateau ne peut étre changée, la hauteur destédltins non plus. L'intensité délivrée
par la lampe est calibrée au niveau du plateau.

La température de I'enceinte est fixée sur la teatpée de la plaque et non de I'enceinte
pour limiter la montée excessive en températurédsemble.

Les échantillons sont placés de maniere aléatodmes d’enceinte et régulierement
déplacés pour limiter le risque de biais du nivdaxposition entre le centre et les coins

de I'enceinte (Figure 23).
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Figure 23 : Intérieur de I'enceinte Qsun-Xel lors d vieillissement de lentilles intraoculaires

La lampe est réglée a une intensité de 1.5W/mBréalia 420 nm. Cette intensité permet de
réaliser deux ans de vieillissement naturel en@gds Cf. tableau Ill). L’enceinte est réglée
a 34°C, soit la température physiologique de I'hunagueuse.

Pour assurer une température optimale dans I'elgcaivant d’initier I'exposition a I'arc au

xénon, un pré-cycle de 30 minutes a 34°C sans sdumtineuse est réalisé.

Tableau Ill : Equivalence entre exposition naturelleet accélérée par arc au xénon réglé a 1,5W#m

Durée d'exposition Durée du
naturelle vieillissement accéléré
2 mois 9 heures
2 ans 96 heures
20 ans 960 heures

(c) Photo-oxydation simple

Apres leur déconditionnement et leur rincage, teplants sont placés hors milieu agueux
dans I'enceinte de vieillissement a I'arc au xénon.
Les implants sont alors exposés au protocole mirdganieillissement solaire naturel. Deux

temps ont été testés : 2 mois (dit « court ») @t (dit « long ») de vieillissement accéléré.
(d) Photo-oxydation combinée a I'hydrolyse

Apres déconditionnement et préparation pour ldligsement, les implants sont placés dans
150QuL de sérum physiologique stérile dans un flacorveme serti. L’ensemble est placé
dans l'enceinte de vieillissement a l'arc au xérmns exposé aux protocoles mimant

I'exposition solaire naturelle de 2 mois (soit Ufes) et 2 ans (soit 96 heur€X) tableau .
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Dans ce groupe de vieillissement, pour prendrecampte le parametre de température lié a
'enceinte de vieillissement a I'arc au xénon, uoupe d'implants témoins est réalisé. Ce
groupe témoin correspond a des implants de la mé&féence, de la méme série de
production industrielle, placés dans I'enceintesyabtégés de I'exposition lumineuse par un
revétement en aluminium autour du flacon serti.

Les intitulés, les échantillons et les conditioppljuées sont resumés dans le tableau IV.

Tableau IV : Conditions de vieillissement

Intitulé

Conditions

Implant neuf

Sans lumiére

Sérum physiologique

8-20°C

< 6mois

Hydrolyse courte

Sans lumiére

Sérum physiologique

37°C

72 heures

Hydrolyse forcée

Sans lumiére

Sérum physiologique

70°C

60 jours

Photo-oxydation courte

1,5W/m’& 420nm

Sans solvant

34°C

9 heures

Photo-oxydation longue

1,5W/m’ & 420nm

Sans solvant

34°C

96 heures

Photo-oxydation courte
combinée & hydrolyse

1,5W/m’ 4 420nm

Sérum physiologique

34°C

9 heures

Photo-oxydation longue
combinée & hydrolyse

1,5W/m’ & 420nm

Sérum physiologique

34°C

96 heures

Témoins

Sans lumiére

Sérum physiologique

34°C

96 heures
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[1l. Evaluation analytigue post-vieillissement

L’évaluation analytigue préclinique des lentillestraoculaires comporte deux limites
majeures. La premiere est liée a la taille de chatispositif médical. La lentille possede un
diamétre de 6 mm soit une surface exploitable reetso de 60mf La masse d’un implant,
haptiques compris, est voisine de 15 mg. La secdindee est le colt d'acquisition des
dispositifs médicaux (supérieur a 150€ par implant)

Ces deux limites demandent d’optimiser au mieux ptacédure d’évaluation post-
vieillissement.

Dans I'ensemble des travaux menés et des réspltasentés ci-dessous, les hypotheses de
I’'hnomogénéité et de la répétabilité des propriétésales des lentilles intraoculaires ont été
faites. Selon ces hypothéses, un implant neuf essidéré comme un bon témoin pour
mesurer les évolutions relevées au cours du @sdment.

Afin de ne pas altérer la surface des lentillesatulaires, les analyses biologiques réalisées
I'ont été sur des implants dédiés. Ces implantstautefois été vieillis en méme temps que

les implants destinés a I'analyse physique et ami
A. Analyses physiques et chimiques

Pour tous les groupes, une fois le vieillissemenhing, les lentilles intraoculaires ont été
conservées dans une enceinte noire thermostal@¥Ca Qette température permet de stopper

le vieillissement artificiel réalisé en amont.

1. Analyse thermogravimétrique (ATG)

Le principe de 'ATG est basé sur l'utilisation de& thermobalance. La balance reliée a un
systéme de mesure et de chauffage permet d'éviyserte de masse de I'échantillon en
fonction de la température. La mesure est permasecpmparaison avec un contrepoids de
masse connue. L'analyse thermogravimétrique pedaaiaractériser la stabilité du matériau
sous l'effet de I'élévation de la température ddéad’'une thermobalance. L’information

obtenue permet de renseigner les phénoménes tgllesles ruptures de chaines, la
carbonisation, la déshydratation ou encore I'oxypaat L'analyse permet également de
déterminer indirectement la présence et l'effieacditadditifs protecteurs de thermolyse dans

un polymere.
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L'ATG peut étre reliée a un systeme de mesure &igaly séparative telle que la
chromatographie en phase gazeuse ou encore urteospéitie de masse.

L’analyse thermogravimétrique est réalisée a l'adlan appareil TGA Q500 de TA
instrumen? (Guyancourt, France) équipée d’un passeur d’éitharst automatique.

L’'analyse est faite a progression de 20°C/minutes dtux d’azote de 30°C a 600°C. Cette
température permet d’atteindre la dégradationgatalpolymére (au voisinage 500°C).

La température et I'hnumidité du laboratoire lorslaecalisation des analyses sont constantes.
Les échantillons analysés sont des demi-implamg (moitié de lentille et un haptique).
L’'autre moitié d’implant est analysée en DSQifferential scanning calorimet)y Tous les
implants neufs et vieillis, a I'exception de ceutilisgés pour les analyses protéiques et
cellulaires, ont été analysés en ATG (figures 225¢tet DSC.

Les tracés ont été analysés a l'aide du logitieiversal Analysis 2000v4.5 de TA

instrument.

Figure 24 : TGA Q500 Figure 25 : TGA Q500 vue schématique du four

2. Analyse par DSC

L'analyse calorimétrique différentielle (DSC) petntle mesurer I'ensemble des transitions
thermiques d'un échantillon. Cette méthode permetdéterminer I'état de la matiere

notamment en fonction de la température. L'unetdegératures d’intérét dans I'évaluation
des lentilles intraoculaires est la températuréraasition vitreuse. Cette température indique
le passage du copolymere amorphe de son étatiéifrifide) a son état caoutchouteux

(souple). La DSC permet également d’identifierteaapératures de fusion et de cristallisation
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(figure 26). La DSC mesure la puissance P a fowrnin échantillon en le chauffant a une

vitesse constante. La puissance est normalisédapaitesse de chauffe et la masse de
I'échantillon analysé.

Deux cupules identiques sont placées sur des sispgi@bles dans un four sous un seul et
méme flux de chaleur. L'énergie délivrée a chaqupule est calculée précisément par
ordinateur pour que celles-ci conservent exactertr'emiéme température tout au long de
'analyse. Les variations d'énergie nécessaires@us du temps, ou capacité énergétique,
sont liees aux propriétés thermodynamiques de diéiillon analysé. Les modifications de la

capacité énergétique sont déterminées par la eliftér entre la cupule vide et la cupule

contenant I’échantillon.

Trois comportements des états de la matiere pe@sntvus en DSC : la transition vitreuse

visible par une Iégére inflexion du tracé, la terapgre de cristallisation pour laquelle un pic

inversé vient casser le tracé et la températureigien visible par un pic endothermique. Ce

dernier point caractéristique est suivi de la terajpge de décomposition. Au-dela de ce
point, le flux de chaleur s’accroit a mesure qu&etapérature du four continue d’augmenter
(figure 26).

temperature ——»

Figure 26 : Schéma théorique des caractéristiquessibles en DSC

Tg : transition vitreuse ; Tc : cristallisation mT. fusion Tm

L’analyse DSC sur les implants intraoculaires ésiisée a l'aide d’'une DSC TA Q1000
(TA instrument, Guyancourt, France). La prise dadé@s®rrespond a un demi-implant (I'autre
moitié étant utilisée pour I'analyse en ATG). Laxflde chaleur progresse de 10°C/min de

-40°C a +240°C sous azote. La mesure est faitér@igrcycles de montée en température et
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de retour a la température initiale. Les tracéd smalysés a l'aide du logiciélniversal

Analysis 200¥4.5 (TA instrument, Guyancourt, France).

3. Evaluation du relargage a partir des implants

(a) Principe

La synthése des polyméres n’est jamais totale. é&kxmé de la polymérisation peuvent
persister des monomeéres n'ayant pas réagi, ourds@ntités chimiques qui interviennent
dans la procédure de synthése. Ces composés sgesmians I'enchevétrement des chaines
macromoléculaires et peuvent étre relargués en tifonc des conditions de
vieillissement?*2°42°3

Le mécanisme de vieilissement que subit le polgmest également a l'origine de
I'apparition de produits de dégradation dont I'orgypeut étre la dépolymérisation en bout de
chaines alkyles et/ou la scission des chaines ipales. En outre, ces phénomeénes de
vieillissement concernent également les additife®icatalyseurs qui peuvent se dégrader ou
se recombiner. Ce mélange complexe constitue Bdmsemble des extractibles du polymére.
Il s’agit principalement de composés de faible reas®léculaire (CFMM) de polarité
variable.

Leur apparition est liée aux conditions de vielimment du polymeére (hydrolyse, oxydation,
thermolyse, dégradation enzymatique). Ces compdséfaible masse moléculaire ont la
capacité de migrer au travers du polymére. Leuificamnt de diffusion dans le matériau, puis
leur migration, sont corrélés a leurs propriétégsmiues et chimiques (masse moléculaire,
encombrement stérique, polarité). L'arrangementaupléculaire des chaines de polymeres
et les propriétés thermodynamiques définisseneégatt la mobilité de ces CFMM.

Pour les lentilles intraoculaires, I'exposition a@ayonnements ultraviolets et la température
d’utilisation supérieure a la température de ti#orsivitreuse, qui caractérise les matériaux,
sont deux conditions propices a la genése des CFBMa la survenue de leur

relargagd®3*30143
(b) Matériel et méthodes

La recherche des composés de faible masse moléc@hides monoméres pouvant étre
relargués est menée sur chromatographie liquidelaifg de phases inversée (RP-HPLC)
utilisant une chaine UH308QDionex, France) couplée & un détecteur UV-visiblearrette

de diodes. La colonne utilisée est une colonneilie greffée C18 Kineteék de 250mm de
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longueur et de porosité 5um (Phenoméhexa phase mobile utilisée est un mélange
eau/acétonitrile/ tétrahydrofurane et le mode diétu est un gradient s’étendant sur 80
minutes d’acquisition & un débit de 1mL/min. La enéal point et la validation de la méthode
pour le dosage des monomeres constitutifs dedlésntntraoculaires est développée dans
'annexe 2. Les échantillons analysés sont ceuxitdédans le chapitre | partie 1. Chaque
échantillon est analysé a trois reprises (n=3). d@snées sont acquises a l'aide du logiciel
Chromeléofi v6.80 (Dionex, France).
L’analyse qualitative a été réalisée au moyen defilp tridimensionnels des échantillons
analysés. L’analyse quantitative a été menée sgéerhent sur chague composé au moyen
de la détermination des aires sous courbes pawsdiable des composés élués, puis de facon
isolée pour chaque composé.
Plusieurs analyses statistiques sont conduites :
- La comparaison de l'aire totale moyenne pour chagpedition de vieillissement
entre les différents échantillons (analyse de nag;
- La comparaison de l'aire totale moyenne de I'endendes échantillons d'une
condition en fonction des conditions de vieillisggin(analyse de variance) ;
- La comparaison de la distribution de chacun desposés €lués par échantillon au
sein d’'un méme groupe de vieillissement (test di2)Ch
- La comparaison de la distribution moyenne de chatesrcomposés élués dans un
méme groupe de vieillissement comparés aux autcepgs de vieillissement (test du
Chi2).

4. Cinétigue de relargage des CFMM

Trois implants enVISTA, d’'un méme lot, ont été vieillis simultanémenbsele protocole de
photo-oxydation combinée a I'hydrolyse de longuetdu

Une analyse par RP-HPLC de la solution de viedlissnt a été faite aux temps suivants :

30 min : 60 min ; 90 min ; 120 min ; 240 min : 3®M ; 420 min ; 720 min ; 960 min ; 1800
min ; 2280 min ; 3600 min et 4620 min.

Le volume total de solution de vieillissement devaster fixe, a chaque temps d’analyse, le
volume prélevé a été remplacé par un volume écenvalle solvant. Chaque mesure de
cinétique prend en compte le facteur de dilutiotagierte de matiere liee au prélévement du

temps d’analyse précédant.
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Pour comprendre le devenir des composés relarguesié photo-oxydation, a |&"F heure

de vieillissement, les implants ont été transfédéss de nouvelles SV. Les anciennes
solutions ont été maintenues dans I'enceinte aisudvre leur stabilité a la photo-oxydation.

Des prélevements ont été réalisés toutes les 2edi@uis analysés par RP-HPLC selon la
méthode décrite en annexe 2. Le volume prélev@asaété renouvelé car I'implant, la source

d’apparition des CFMM, n’était plus présent.

5. Mesure de I'angle de contact

L’analyse de la surface est faite conjointement lfaralyse de la mouillabilité et de la
rugosité de surface.

La mouillabilité est réalisée par mesure de I'ardgecontact a I'aide d’'un goniométre G40
(Kruiss, Allemagne) couplée au logiciel DigidfogGBX, Dublin Irlande). Pour I'implant
enVISTA® dont la surface est hydrophile, une goutte gle de glycérol a été déposée sur la

surface.

6. Mesure de la rugosité de surface

Sur la base des travaux de Lombaeda@l, la rugosité de surface des implants a été menée
par microscopie & force atomiquét¢mic Force Microscoppu AFMY>. Les mesures sont
faites & I'aide d’'un AFM Innova(Briicker, France). Pour limiter la dégradatioralsurface,

le modetapping dans l'air a été préféré au mode continu. La feége de résonnance du
cantilever était de 320 kHz pour une pointe ercaile dotée d’'une constante de raideur de
42N/m (modele NCHV-A, Briicker, France). Pour chagonage, la rugosité est mesurée sur
le trajet aller-retour de la pointe. L’'analyse d&dt de surface est la somme de plusieurs
observations. La premiére est la rugosité de serfaes valeurs Ra et Rq de rugosité sont

calculées par la hauteur et la profondeur des asp@résentes en surface (figure 27).

| = n
R, = rs
. Nj:’lf

Figure 27 : Formule de calcul de la rugosité quadittque moyenne

Rq est la rugosité moyenne quadratique, N est lbr@aiécart de valeuy relevée.
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L’évaluation de la rugosité est associée a uneyaeaualitative de la surface. Le contraste de
phase et la friction de la pointe lors de son déptent son des indications sur I’homogénéité
de la surface analysée.

La méthode a été mise au point pour I'analyse xlg@ies non contigués réparties dans deux
régions de l'implant. La partie centrale de la ikt la partie périphérique sont analysées
chacune en trois zones. Chacune des six zonesa@gs@e en Six sous-zones continues. Lors
du développement de la méthode d’analyse, les zmss ont été imagées a 1um?; 3um?;
5umz2; 10pum?2 et 20um2. Seule la zone de 10um2¢septative de I'état de surface, a été
conservée pour les analyses statistiques des dannée

La stéréographie des zones et sous-zones est résiame la figure 28.

Figure 28 : Représentation schématique du protocoldimagerie des surfaces par AFM

Dans le cercle, les trois zones centrales en pénigoldu cercle les trois zones proches du bordrdplant. Chaque zone est

imagée en six sous-zones (carrés marron représtariéde détail a droite de la figure).

Les paramétres caractéristiques de la rugosité ¢ texture de la surface ont été évalués a
I'aide du logiciel Gwyddiofi v2.35 (Czech Metrology Institute, République Taln)y
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Le principal parametre retenu est la rugosité diase ou Rq. L’équation figure 27 détermine
la hauteur moyenne des pics et des creux a parta dauteur médiane définie comme plan 0

de I'image.

Les valeurs de rugosité maximale positives (Rmaxpggatives (Rmin), évaluant 'amplitude
maximale des hauteurs, ont été relevées pour clragfsece analysée.

La texture est analysée par contraste de phaseeprésentation graphique d’'une coupe
transversale de la surface est également utiliséeggfinir I'évolution globale de la texture.
L’'analyse statistigue des données de rugosité atet par analyse des variances (test de
Kruskal-Wallis ou ANOVA en fonction de la taille siéots) ou des tests de comparaison de
moyenne paramétrique (teste student) & I'aide du logiciel PRISMGraphPad v5.01, Etats-
unis).

L'état de surface est évalué pour chaque implargoencentre et sur les bords. Les implants
d’'un méme groupe sont compares entre eux pourdiéter ’lhomogénéité. Les implants sont
compares selon les procedeés de vieillissementrolyse, photo-oxydation ou vieillissement
combiné. Chaque résultat est comparé aux caraajéas de surface initiale déterminées sur

des implants neufs.
B. Analyses biologiques

1. Dosage immunologigue

L’analyse de I'adhésion des protéines impliquéesda prévention de la PCO a été mesurée
par méthode ELISA gnzyme-linked immunosorbent agsajrecte. La méthode a été
développée et validée pour la quantification dibl@nectine humaine adhérente a la surface

des implants intraoculaire€f, annexe 3 et annexe 4).

2. Analyse de la morphologie cellulaire

L'impact des lentilles intraoculaires sur la préfition et la morphologie cellulaire a été testé
par mise en contact direct de cellules épithélidesristallin humain avec les implants. Ces
cellules ne sont pas cataractées (ATCC n° CRL-1)142lculture cellulaire est faite dans un
milieu de culture Dubelcco Modified Eagle’s MediitDMEM, Sigma, Allemagne) auquel
20% de sérum de veau fétal (Sigma, Allemagne) jesttéa ainsi que 1% d’antibiotiques
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(pénicilline 10 000U/mL, streptomcyine 10mg/mL).sLeellules sont conservées dans une
enceinte & 37°C et 5% de €O

A JO, 50 000 cellules sont déposées dans des glague culture cellulaire de 24 puits. Aprés

24 heures de croissance cellulaire, les échargiltestés sont placés sur le tapis cellulaire.
Apres 48 heures de croissance cellulaire supplaiment J3, I'aspect cellulaire est observé
au microscope binoculaire XDS-2 (Optika, Ponteranitalie) avec un grossissement x10.

Les images sont acquises sur le logiciel OptikasMer Pro 2.7 & l'aide d’'une caméra

Optikam pro 5.

Les implants neufs et les implants vieillis ont &6&tés. Les monomeres constitutifs du
copolymére ont été testés a trois concentratidiféreintes : non cytotoxigue, cytotoxique et a
la concentration définie comme générant 30% detayicité (arbitraire).

3. Cytotoxicité des composeés relargués et des monsmere

L’évaluation de la cytotoxicité des différents éctidons est réalisée sur les principes de la
norme ISO EN NF 10993-5 relative a I'évaluationlbiique des dispositifs médicaux. La
cytotoxicité est réalisée avec le test de viabilgéllulaire au bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium ou T (Carl Roth, Allemagne). Ce test
permet de déterminer la viabilité cellulaire en urast l'activité de la déshydrogénase
mitochondriale. A JO, 10 000 cellules épithélidiesnaines de cristallin ont été déposées dans
des plaques pour culture cellulaire a 96 puits.e8m@4 heures de croissance cellulaire, les
échantillons sont mis en contact. Apres 48 heueesoditact direct, les milieux sont changés
et 2QuL d’'une solution de MTT a 5mg/mL sont ajoutés. ApBeheures d’incubation a 37°C,
le milieu est retiré puis les cristaux de formamdnmienus par métabolisation du MTT sont
dissouts en ajoutant 100 de diméthyle sulfoxyde (DMSO) (Fisher chemicalgaltham,
Massachusetts, Etats-Unis). L’absorbance est I6@0am a l'aide d’un lecteur de plaques
(ELx800 Biotek Instrument Inc Winooski, Vermont,aE-Unis). La viabilité cellulaire est
calculée en faisant le rapport de la valeur luer jéahantillon sur celle du blanc (différence
d’absorbance). Chaque échantillon est réparti dargpuits pour I'analyse.

Les monomeres testés sont ceux constitutifs dulpmgoe. Des concentrations de 10 000 a
100 000 ppm (particules par million) dans du DMS@t @té préparées pour chaque
monomeére. Une seconde dilution dans du milieu deureua été faite pour obtenir une
concentration finale sur les cellules de 10 a 1pM.pLe DMSO seul a été utilisé dans les

mémes conditions pour réaliser un blanc.
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Quatre monomeres ont été achetés a Sigma-AldrithL¢Bis, Missouri Etats-Unis) :
I'éthylene glycol diméthacrylate (EGDM), I'éthylémgycol phényle éther acrylate (EGPEA),
le styrene et le 2-hydroxyéthyle méthacrylate (HEM&f. annexe 1).

L’évaluation de la cytotoxicité des solutions deservation et des solutions de vieillissement
a eté réalisée au moyen d’'une mesure de la vialgétiulaire au MTT selon les mémes
conditions expérimentales que pour les monoméres. échantillons ont eux été traités
differemment. Les solutions contenant les compes#ésits des lentilles intraoculaires ont été
diluées au demi dans du milieu de culture. Pouqeéachantillon, un blanc a été utilisé pour
déterminer la cytotoxicité relative. Pour les siolng de vieillissement, le blanc était du sérum
physiologique placé dans les mémes conditions erpétales au sein de I'enceinte a arc au
xénon. Pour les solutions de conservation, le béait du sérum physiologique stérile.

Enfin, I'évaluation de la cytotoxicité directe intkipar les implants neufs et vieillis a été
réalisée au moyen d’'un test au MTT selon les mé&masipes. Les plaques utilisées étaient
des plaques pour culture cellulaire a 24 puitguantité de cellules déposées a JO 50 000 par
puit et le volume de MTT ajouté a J3 était deldlOPar puit.

La viabilité cellulaire relative a été déterminéar e calcul des rapports d’absorbance entre
les puits vides (considérés comme 100% de viapditées puits contenant les implants neufs

ou vieillis.

4. Induction de la voie de transdifférenciation égditheé

meésenchymateuse.

Selon les principes scientifiques actuellement adieiTGFB2 (tissular growth factorest le
meédiateur cellulaire principal impliqué dans la giopathologie de la transdifférenciation
épithélio-mésenchymateuse. L'une des expressiachipniques de la transdifférenciation est
I'expression accrue de la fibronectine.
L’induction de la transdifférenciation par les camsps relargués au cours du vieillissement a
été testée selon le protocole suivant inspiré @esax de Kurosaket al,*®®:
- A JO 10 000 cellules sont déposées dans les paipdadjue de culture cellulaires a 24
puits ;
- Aprés 24 heures de croissance, les échantillotéstes des témoins positifs de TGF-
32 a trois concentrations (1pug/mL, 5pg/mLug0mL) sont ajoutés ;
- Apres 3 jours de contact, le milieu de culturerestplacé par du milieu de culture

frais contenant les échantillons et les contrélesrmémes concentrations ;
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- Apres 3 jours supplémentaires de contact, les uxilgont récupéres ;
- Une quantification de la fibronectine exprimée eff¢ctuée par méthode ELISA sur
les surnageants a J3 et J7 selon le protocole @écannexe 3.
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Chapitre 2 : Etude des phénomenes de vieillissement

des copolymeres d’acryliques

. Analyse thermodynamique du polymere

A. Analyse thermogravimétrique

1. Analyse globale de la perte de masse

Le comportement thermique des implants se manifpateune perte de masse en deux
paliers. Les courbes dérivées des thermogrammespemis de mieux appréhender et

guantifier les phénomenes de début et de fin deegsus de dégradation. Ainsi, les tracés de
la figure 29 révelent deux pics de dégradationespondant respectivement a la premiére et
la seconde perte de masse. Six températures ordlétées pour caractériser et comparer les

pertes de masse en fonction des conditions ddisseinent.
(@) Perte de masse du copolymere neuf

La perte de masse se déroule en trois pl&sé§figure 29):

- La premiére perte est en moyenne égale a 0,78% dwsse totale de I'échantillon.
Elle survient avant 150°C et posséde trois originagerte de I'eau libre présente en
surface, les impuretés de synthése et les prodaidégradation liés au stockage de
limplant ;

- Un plateau entre 150°C et 250°C. La perte de massenne est de 0,03%. Celle-ci
est intermédiaire entre la fin de perte des congpdséfaible masse moléculaire et le
début de ruptures de liaisons hydrogene du copobme

- La seconde perte de masse au-dela de 250°C agblgge du copolymere.

L’'analyse de la perte totale des implants neufstrpas de 100%. La différence est le fait de
la minéralisation du copolymére lors de sa combuas#our les implants neufs, la perte totale
est de 98,6%. Les résultats sont resumes dansléataV.

La variation de 9® perte de masse est liée a la distribution desiekahacromoléculaires et
plus particulierement les chaines hydrophiles dg-(E&hyléne glycol) et de poly-HEMAL
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L’'analyse ATG a été réalisée sur une fraction dmglant. L'écart entre la perte d’eau
attendue (4% de la masse totale) et la perte deemmassurée (0,78% en moyenne) est le
reflet de I'hétérogénéité de distribution des chaimu sein du copolymere. Le procédé
industriel d’hydratation du copolymére consiste wn chauffage par palier allant de la
température ambiante jusqu’a environ 90°C. Ceciliqup une localisation différente de
'eau d’hydratation et de ce fait sa faible libéataux alentours de 100°C. L'eau qui ne se
volatilise pas a faible température est donc lidechaines du copolymere. Elle assure le role
de plastifiant ce qui permet au polymére son repdiet et le positionnement de la lentille

dans la capsule lors de la chirurgie.
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Figure 29 : Détails de 'analyse des pertes de massen ATG et des dérivations du poids en fonction de température

96



(b) Perte de masse en fonction du vieillissement dwlant

Les valeurs des pertes de masse moyenne, pournehaas 3 étapes et en fonction des

conditions de vieillissement sont résumées datebleau V.

Tableau V : Pertes de masse en fonction du vieillssient mesurée par ATG

1%° perte (%) Plateau (%) 2" perte (%) Total (%)

0°C - 150°C 150°C - 250°C 250°C - 600°C 0°C - 600°C

X o X o X o X o
Neuf 0,786 0,191 0,028 0,024 97,898 0,629 98,608 0,583
hydrolyse courte 0,727 0,114 0,017 0,021 97,820 0,141 98,495 0,177
hydrolyse forcée 0,838 0,249 0,113 0,097 98,170 0,071 98,985 0,233
Photo-oxydation courte 0,940 0,228 0,033 0,018 97,655 0,079 98,583 0,118
Photo-oxydation combinée courte 0,859 0,255 0,009 0,009 97,910 0,368 98,645 0,276
Photo-oxydation combinée longue 0,977 0,244 0,288 0,052 97,803 0,382 99,003 0,340
Témoins 1,141 0,551 1,410 0,035 97,800 0,494 98,877 0,275

Globalement, quel que soit le protocole de via#iment, la perte de masse initiale ne varie
pas significativement entre les groupes (test deskal-Wallis au risqua=0,05 ;p=0,477).

La perte initiale liée a la déshydratation varierdéchantillon a l'autre. Il est possible de

séparer les implants en deux groupes : un groufaébke perte de masse (<0,78%) et un
groupe a perte de masse importante (>0,78%). Laritgajdes implants ont une premiere

perte de masse supérieure a 0,78%t@ableau VI).

Tableau VI : Répartition des échantillons selon leud®™® perte de masse mesurée en ATG

Nombre d'implants selon la valeur

Condition de vieillissement relative de 1° perte de masse
<0,78% >0,78%

Neufs 2 2
Hydrolyse courte & témoins 2 3
Hydrolyse forcée 1 1
Photo-oxydation courte 1 3
Photo-oxydation combinée courte 1 1
Photo-oxydation combinée longue 1 B

L’analyse de la distribution montre I'existence mkudifférence significative de répartition

des implants, selon leurs conditions de vieillissetn au sein des deux groupes (n= 22
implants ; Test du Chi2 au risque=0,05; p<0,001). La photo-oxydation induit des

modifications, du copolymére, visibles par 'augnagion de la 1 perte de masse au regard
de celle des implants vieillis uniquement par hjyte.

Le délai de traitement de I'’échantillon, de la din vieillissement jusqu’au passage en ATG,

et la température de la piece ont été considéngsneopouvant étre des biais de confusion.
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L’analyse des variances par Kruskal-Wallis confirquee la variation de premiere perte de
masse est uniguement le fait du vieillissementiagplant.

Le taux maximal de perte de masse n'excede pas &% masse totale alors que le
copolymére est hydraté a 4%. L’écart provient deiseribution de I'eau libre et de I'eau liée
au sein du copolymeére. Le résultat confirme I'hggénéité observée pour les implants neufs
et indique qu’au cours du vieillissement une grapaitie de I'eau reste liée au copolymere.
La premiére perte de masse est également la cars@mues produits de dégradation de
faible masse moléculaire et de forte volatilite.sGeFMM sont liés au copolymere par
liaisons faibles. Celles-ci se rompent & des teatpées inférieures a 200*¢. Les CFMM
apparaissent de fait dans la premiere perte deemasdans la perte de masse au cours du
plateau.

Apres vieillissement par hydrolyse courte, la pemiperte de masse et la perte durant le
plateau diminuent au regard des valeurs moyenresées pour les implants neuf€f(
tableau V). Cela peut étre attribué au relargag€fMM et aux impuretés de synthese. Une
fois l'implant placé a 37°C, température supériearda Tg, la mobilité des chaines du
copolymére doit permettre le relargage des CFMMs Ver milieu de vieillissement. Les
conditions du vieillissement artificiel ne permettgas de générer de nouveaux produits de
dégradation en quantité suffisante pour compensedidparition des CFMM. Ainsi, la
premiére perte de masse semble en grande paetiaui€ CFMM?1°°:2%°

Lors de I'hydrolyse forcée, les pertes de massagnantent du fait de l'apparition de
nouveaux CFMM, en quantité relativement importan@es CFMM ont une masse
moléculaire et une polarité relatives qui ne le@rnpet pas d'étre relargués lors du
phénomene de vieillissement. Une partie de I'edtiniement liée au copolymere se libere
suite aux scissions des chaines et a la migratesn @FMM, toutes deux induites par

I'hydrolyse forcée.

Le vieillissement par la photo-oxydation seule éghlement caractérisé par 'augmentation
des premieres pertes de masses. Il peut s'agitagparition de CFMM liés a la photo-
dégradation. Ce résultat indigue une nouvelle faispart importante des produits de

dégradation du copolymére dans les premieres pdetasasse.

Apres vieillissement par photo-oxydation combinékhgdrolyse sur une courte durée, les

pertes de masse diminuent. La premiere perte deemest Iégérement supérieure a celle des
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implants neufs. Il s’agit la d’especes libres (ealCFMM). La perte de masse lors du plateau
est fortement diminuée en comparaison avec lesamplneufs ou ceux vieillis uniguement
par hydrolyse courte. Cela indique que le copolyuamntient trés peu de liaisons faibles. Ce
comportement est la somme de l'effet de I'hydrolgse diminue les pertes de masse, et de
I'action de la photo-oxydation qui elle augment@jomtement la premiére perte de masse et
celle du plateau. Les CFMM générés par photo-oxgdat'ont pas pu se lier par des liaisons
faibles aux chaines du copolymeére. Les chainesotjééthyléne glycol) du polyEGPEA et
les chaines de PHEMA ont une plus forte affinitéirples molécules d’eau que pour les
CFMM de polarité plus faible ce qui expliqueraitpeu de formation de liaisons faibles

caractéristiques de la perte de masse du pfateati®’

La photo-oxydation combinée a I'hydrolyse sur unague durée modifie les propriétés
thermodynamiques des implants. En ATG cela se itr@du une augmentation des valeurs de
18 perte de masse et de perte de masse durantdaylat regard des valeurs des implants
neufs d’'une part et celles des implants vieillis plaoto-oxydation combinée de courte durée
d’autre part. Ces valeurs sont a comparer a celdssimplants témoins, placés dans un
contenant opaque au sein dans I'enceinte de s&sliinent par arc au xénon, pour lesquels
'apparition de CFMM est également présente. Le Wudes deux pertes de charge est
identique entre les implants témoins et ceux ploatmées. Seule la répartition entre la

premiere et la seconde perte de masse differeCE&8M du groupe témoin se volatilisent

plus rapidement que ceux du groupe photo-oxydatmmbinée (premiere perte de masse
supérieure). Les CFMM générés lors de la photo-atigd sont donc majoritairement des

composés thermostables, peu volatiles, de faiblari et dont la masse moléculaire est
relativement importante. Ces composés sont lediest réarrangements moléculaires par la

formation de liaisons faibles avec les chainesapwkymere.

La comparaison des deux durées de photo-oxydatombinée montre qu’en fonction de
lirradiance cumulée, I'apparition de CFMM néoforgngar photo-oxydation est plus rapide
gue la perte de composes par hydrolyse, diffusiaelargage. Ainsi ces CFMM peuvent se
réarranger avec les chaines de copolymeéres selpaffeité (polarité et hydrophobicité).

Il N’y a pas de différence significative sur laewl de seconde perte de masse. Toutefois, les
pertes de masse totale des implants, vieillis pdrdiyse forcée et photo-oxydation combinée
longue, sont supérieures a celle obtenue pour ngsants des autres conditions de

vieillissement. Cet écart indique que le résiddadeombustion est plus faible signifiant une
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différence dans les mécanismes de vieillissementcaolymere selon les conditions

appliguées.

2. Dérivation de la perte de masse en fonction dengérature

Sur le tracé initial d’ATG, aucune différence sigative n’est identifiée entre implants

vieillis selon les différentes conditions. L’anadyde la dérivation de la masse en fonction de

la température permet de mieux appréhender I'atlerka perte de masse.

Pour ce faire, quatre températures sont relevéeistdns concernant uniguement la seconde

perte de masse liée a la pyrolyse (figure 30) :

T1
T2
T3

T4 :

: Température de fin de premiére perte de masse
. Inflexion du début de seconde perte de masse ;
: Maximum de la seconde perte de masse ;

Fin de la seconde perte de masse déterminedaptangente de la pente

descendante du pic de la seconde perte de charge.

Le tableau VII et la figure 31 résument les valemrgyennes relevées en fonction des

conditions de vieillissement.
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Figure 30 : Dérivée de la courbe ATG de la perte dmasse

Tableau VIl : Relevés de températures des dérivés sleourbes ATG des pertes de masse

Températures relevées (°C)

e . enye lﬂc erte di
Condition de vieillissement nl:as:c o 2™ erte de masse Calculs
T1 T2 T3 T4 T2-T1 T4-T2 | M(T4 + T2)
Neuf b 81,55 355,88 | 412,85 | 46621 | 27433 | 110,34 411,04
eu
o 2,44 2,73 1,83 1,90 1,96 4,30 0,96
Hvdrol - X 86,52 352,81 | 41037 | 46381 | 26629 | 111,00 408,31
rolyse courte
yaroy o 0,86 0,51 1,65 1,19 137 0,68 0,85
Hvdrolvse forcé X 86,01 35848 | 414,12 | 46487 | 27248 | 106,39 411,68
rolyse forcée
yaroy o 0,46 3,45 2,21 0,98 3,91 4,43 1,24
Phot dati e X 81,48 362,01 | 413,80 | 46364 | 28053 | 101,63 412,83
oto-oxydation cou
y o 2,68 1,05 1,67 0,48 3,63 1,06 0,61
Photo-oxydation combinée X 81,38 367,17 | 414,18 | 46295 | 28579 95,78 415,06
courte o 5,27 0,11 0,66 0,83 537 0,93 0,36
Photo-oxydation combinée X 85,32 366,25 416,30 455,54 280,93 89,29 410,89
longue o 2,63 7,69 2,77 2,73 6,23 5,12 5,17
Témoi X 84,11 364,30 | 41091 | 45807 | 280,19 93,77 411,18
moin
oins o 1,85 3,20 0,78 0,65 1,36 3,43 1,54

101




T

T2

* a7s
370
85
365
g g
s <
3 2
£ 5
= " 360
50
355
Hydrolyse courte Hydrolyse forcée. Ph-Ox courte. Ph-Ox comb courte  Ph-Ox comb longue  Témoins Neuf Hydrolyse courte  Hydrolyse forcée Témoins.
a0
a0
- T 1
T T
a5
5 o
g K1
B 3 40
5 2
5
i I
10
455
Neut Wydroljse courts _ Hydrolyse forcée  Ph-Ox courte PhOKcomb courte  Ph-Ox comb longue _ Témoins
Hydrolyse courte _ Hydralyse forcée _ Ph-Ox courte PhOKcomb courte  Ph-OXcomb longue _ Témoins.
120
200
J—
o
g w0 g R
g §
H E 100
E . -
270
0.
Hydrolysa courts _ ydralyse forcée  Ph-Ox courte PhOx comb courte  Ph-OXcomb longue _ Témoins. Neut Wydrolse courts _ Wydrolyse forcée  Ph.Ox courte Ph.Ox comb courte  Ph.Ox comb longue _ Témoins

Figure 31 : Comparaison des températures moyennearactéristiques des pertes de masse

102




(@) Action du vieillissement par hydrolyse sur le cgpotre

Les quatre conditions de vieillissement par hydselgont :

- L’hydrolyse liée au stockage dans une solution d€IND,9% dans le conditionnement

primaire (SC) ;

- L’hydrolyse courte ;

- L’hydrolyse forcée ;

- Les implants du groupe témoin de la photo-oxydation
Les quatre conditions d’hydrolyse sont caractésispar une seconde perte de masse
equivalent pour les quatre températures relevées (4) (figure 31).
La valeur T1 confirme I'observation faite sur laepiére perte de masse. Cette valeur est le
reflet de la perte d’eau libre superficielle etlaéormation des CFMM.
Les implants neufs ont une température T1 inféeearcelle des implants vieillis par
hydrolyse courte. Toutefois, dans les deux ca®legentage de perte de masse est identique.
L'origine de la premiére perte de masse est dalitiéirente. La température de vieillissement
de I'hydrolyse courte permet la mobilité des chaieela diffusion des CFMM vers le milieu
extérieur. Les conditions de I'hydrolyse courtepsemettent cependant pas de générer une
guantité importante de CFMM. Les CFMM relarguéstsemplacés par de I'eau libre qui se

volatilise a une température T1 supérieure.

L’hydrolyse forcée, pour laquelle la températureeEl proche de celle de I'hydrolyse courte
mais dont la perte de masse est supérieure, indjged 1 est principalement définie par des
CFMM libres ne diffusant que peu vers le milieuviigllissement et une quantité importante
d'eau libre. Cette observation est cohérente awetesc du gonflement des implants
hydrophobes en milieu aquet*>® Ainsi, la perte de CFMM lors du relargage dépeed
leur polarité et de la diffusion du milieu de viséement au sein des couches superficielles
de I'implant. Il existe donc un état d’équilibretenla perte des CFMM et le comblement des

espaces par I'eau libre. L'équilibre se déplacerstds conditions de vieillissement.

Cet équilibre inclut également un réarrangement aleines supramoléculaires selon les
affinités. Le 2-HEMA, monomere hydrophile, est gnéisa 26% dans le copolymere. Sa
présence et 'homogénéité de sa répartition erasarfles implants régissent directement la

capacité de diffusion de I'eau dans le copolyrtére
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La différence entre les températures T1 et T2 senmférieure dans le cas de I'hydrolyse
courte. Cette différence est due a la diminutiofedempérature T2. Ce déplacement indique
un début de pyrolyse plus précoce en lien avedidaade I'hydrolyse sur le copolymeére.
Cette tendance n’est pas retrouvée dans I'hydrdiysee pour laquelle la température lors
du vieillissement permet la réticulation du copofym et le réarrangement des chaines avec
des CFMM. La réticulation réduit la diffusion dedu dans le copolymeére et donc limite son
hydrolysé>".

Lors de I'hydrolyse courte, la diminution de la @énature T3 confirme la perte de stabilité
thermique du copolymere. A l'inverse, lors de I'ngigse forcée l'augmentation de T3
confirme la réticulation du copolymeére. Celle-ci kSe & la perte de CFMM, principalement
des chaines alkyles peu polaires, autorisant uproapement des chaines principales
d’acrylates et leur réticulation.

La température T4 est plus faible que pour les amisl neufs. Cela est lié a une plus grande
proportion de matiére dotée d’'une grande stalitigdmique au sein du copolymeére due a la

réticulation des chaines et une diminution de $&rithution des masses.

En résumé, I'hydrolyse courte a une températurd7d€, donc supérieure a la Tg (28C°), se
caractérise par une diminution des premieres patéesnasse. Elle est en lien avec un
relargage trés précoce dans le milieu de CFMM gigqugr I'immobilité des chaines a la
température de stockage de I'implant. Ces CFMM, tommme I'étalement du pic de seconde
perte de masse, sont le fait de I'hydrolyse. Ceilllee produit lors du stockage et lors du
vieillissement de I'implant qui modifie sa stallithermique. L'ajout d’'une forte température
lors de I'hydrolyse forcée accentue l'action deytllolyse mais s’accompagne également
d’une réticulation dont la finalité est la formatide sous-unités thermiquement plus stables.
En paralléle, la diffusion du milieu dans l'implamjui est permise par la température de

vieillissement, accélére les échanges.
(b) Action de la photo-oxydation sur le copolymere

Apres vieillissement par photo-oxydation courte’etie soit combinée ou non a I'’hydrolyse,

la température T1 n’est pas différente de celleingBants neufs. Au regard des pertes de
masses et du comportement des implants vieilliguament par hydrolyse, il apparait que la
photo-oxydation courte génere des CFMM ayant lesi@sécomportements thermiques que

ceux genéres lors du stockage du copolymere (ihpkauf). Cependant, la durée d’hydrolyse
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étant inférieure, I'action de I'eau sur la formatides CFMM est limitée. Lors de la photo-
oxydation combinée longue, la température T1 esin® de celle des implants vieillis par
hydrolyse courte. La perte de masse suit la mépetiton que pour les implants vieillis par
hydrolyse forcée. L’hydrolyse des chaines macrooubééres a lieu en parallele du
réarrangement et de la réticulation des chainesodalymere. La réaction est permise, non
pas par la température de vieillissement (34°Cknyaar les radicaux libres produits lors de

I'exposition aux UV de I'arc au xénon.

L’action de la photo-oxydation seule et combindéygdrolyse sur la seconde perte de masse
est présentée figure 32.
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Figure 32 : Comparaison des dérivées de la masser @ température pour les implants vieillis avec plto-oxydation

En noir : implant neuf sans photo-oxydation, ent vgshoto-oxydation seule, en bleu : photo-oxydaticombinée a
I'hydrolyse courte durée, en rouge : photo-oxydatombinée a I'hydrolyse longue durée.

La photo-oxydation conduit & des modifications gespriétés thermiques de I'implant. Les
courbes ATG obtenues montrent un déplacement die txeers des températures plus
importantes. Ce résultat indique la présence dtespearactérisées par une plus grande

stabilité thermique. Cela confirme les observatitdss aux premiéres pertes de masse. La
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perte de CFMM lors du vieillissement permet, apegs diffusion au sein de la matrice du
polymére, un rapprochement des chaines supramaiésufacilitant ainsi leur réticulation.

Le décalage des courbes en fonction du temps dm-phlgdation s’explique en plusieurs
points en fonction de la durée de photo-oxydation :

- La température T2 se déplace vers des tempérgilugsmportantes. Cela confirme
la présence de chaines supramoléculaires d’'unegpnsle stabilité thermique.

- Latempérature T1 reste stable augmerdarfactola différence de températures entre
T1 et T2. Cela s’accompagne d’'une premiere pertendsse et d’'une variation de
masse au plateau plus importante correspondant@atlisation des CFMM produits
lors du vieillissement ;

- Latempérature T3 est décalée en fonction de diiarece cumulée. De plus, la hauteur
du pic de seconde perte de masse augmente a nmsirese décale vers des
températures supérieures ;

- La température T4 est plus faible pour les implaniBissant la photo-oxydation la
plus poussée.

Tout comme pour les implants vieillis par hydrolysecée, la réticulation du copolymere est
déterminée par I'évolution des températures T2 2tAu cours de la photo-oxydation, le
copolymeére se transforme en une entité homogeérsespdible aux fortes températures.
L’'analyse comparative montre que la réticulatiomcsentue en présence du milieu aqueux.
L’eau diffuse dans l'implant lors d’'un vieillissemteréalisé a une température supérieure a
celle de la Tg du copolymere. Cela permet la diffiusles CFMM en fonction de leur polarité
et de leur poids moléculaire. La diffusion dimidigcombrement stérique entre les chaines
leur permettant de se rapprocher et de réticulerpthénomene s’amplifie par la mobilité de
leau. Aux températures de vieillissement l'eauelipeut se libérer en fonction du
réarrangement des chaines et de leur hydrophabigténigration vers le milieu extérieur
concentre les produits néoformés en surface delén. Cette accumulation explique la forte
premiéere perte de masse ainsi que la perte de rabhssevée durant le plateau entre 150°C et
250°C. Trois raisons principales expliqguent qudadsues entités migrant vers la surface ne
puissent pas toutes étre relarguées :

- La température proche de la Tg limite la mobilies ¢haines et donc la migration et
I'exsudation ;

- La forte quantité de produit de dégradation, senémt en fonction de la durée de
photo-oxydation, génere un encombrement et pansixte un gradient des différents

CFMM du cceur de I'implant vers la surface ;
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- La réaction de toutes ces especes concentréesriatesuLe réarrangement des
chaines hydrophiles avec les CFMM hydrophobes @&sdibple et d’autant plus facilité
en milieu salin tels que I'humeur aqueuse ou laemilde vieillissement artificiel
utilisé®’. Ainsi, une réorganisation majeure en surfaceiiglant doit se produire au
cours du vieillissement. Celle-ci est le fait d'@quilibre entre diffusion du milieu de
vieillissement dans I'implant et relargage des CFlddaire mobiles vers le milieu de

vieillissement.
En résumé, la réticulation est corrélée a lirradatotale recue par I'implant. L’hydrolyse
des chaines et les radicaux libres produits paragmns UV sont les deux facteurs principaux
de la réticulation des copolyméres au cours devigillissement.

B. Analyse calorimétrique differentielle (DSC)

1. Caractéristiques thermodynamiques basales

La transition vitreuse Tg du copolymere, indiquaoh passage de I'état vitreux vers I'état
caoutchouteux, se situe entre 15°C et 4@Ctableau VIII). La capacité calorifique de cette
Tg est faible. Une seconde transition vitreusepessente vers 70°C. Toutes deux sont tres
étirées ce qui est le signe d’'une grande plastatt€opolymere (figures 33 & 34). Celle-ci
est due a la présence de 'eau liée et probabletnknprésence des chaines de polyéthyléne
glycol et de styrene.

Il n’existe pas de cristallisation. De plus, I'abse de fusion confirme le caractére amorphe

du copolymere.

2. Action du vieillissement

Les valeurs de la premiere Tg et de la capacitériigue mesurées sont résumées dans le
tableau VIII. L’'analyse statistique met en évidenere difference significative dACp en
fonction du vieillissement (test de Kruskal-Waléis risquea=0,05 ;p=0,014). Celle-ci est

liee aux valeurs dACp des implants vieillis par photo-oxydation condan
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Tableau VIII : Valeurs des Tg et desACp moyennes selon les conditions de vieillissement

Tg°C (Midpoint) Delta Cp (J/(g.°C))
X o X o

Neuf 33,34 0,17 0,38 0,01
Hydrolyse courte 33,69 0,09 037 0,02
Hydrolyse forcée 32,60 0,91 0,37 0,06
Photo-oxydation courte 34,79 0,73 0,49 0,07
Photo-oxydation combinée courte 34,60 0,59 0,62 0,08
Photo-oxydation combinée longue 35,27 051 0,55 0,09

Heat Flow (W/g)

0.35

2 0

Exo Down

T T T T T

20 40
Temperature (°C)

60 8

Universal V4.5A TA Instruments

Figure 33 : Tracé DSC des implants uniquement vieill par hydrolyse

En noir implant neuf, en bleu hydrolyse courteyert hydrolyse forcée, en rouge implant témoin.

L’action de I'hydrolyse courte ne modifie pas I'aspdes deux transitions vitreuses. Lors de
I'hydrolyse forcée, la premiére transition vitreusst scindée en deux nouvelles transitions
vitreuses. La premiere Tg est a une températurgnede 15-17°C et semble plus marquée
que la Tg située a 30°C. L'apparition de la secanaesition vitreuse illustre un mécanisme

de restructuration du copolymeére générant une siecpone amorphe au sein du copolymere.
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La transition vitreuse a 70°C apparait égalememinge étant plus marquée que pour les
implants neufs ce qui rejoint les observationsefaien ATG signalant un phénomene de

réticulation du copolymere (figure 33).

3. Action de la photo-oxydation sur les propriétés

thermodynamigues du copolymere

La photo-oxydation de courte durée, seule ou coéayim’a pas d'action suffisante pour
modifier I'aspect de la transition vitreuse du clgpmere. Il n'y a pas d’apparition d’'une

seconde zone amorphe ou d’'un quelconque réarramgesa@ramoléculaire au sein du

copolymere.
0.6
Déplacement de la Tg vers de plus basses températures /’/

c2
3
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T
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Figure 34 : Tracé DSC des implants vieillis par phai-oxydation

En noir implants neufs, en bleu photo-oxydationlesean vert photo-oxydation combinée a I'hydrolgseirte durée, en
rouge photo-oxydation combinée a I'hydrolyse longue

Les thermogrammes obtenus par DSC des implantéisvigar photo-oxydation combinée a
I'hydrolyse montrent une modification de la premidransition vitreuse (figure 34). La
modification de la transition vitreuse est égaletparcue par I'élévation dACp des

implants vieillis par photo-oxydation (testle student au risque=0,05 ;p<0,05). La seconde

transition vitreuse a 70°C est également plus nésrgQGelle-ci se décale sensiblement vers de
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plus faibles températures ce qui peut étre la curestce d’une diminution des liaisons PEG-
styréné®® Le méme décalage est observé lors de I'hydrolgeste (tracé vert figure 33).
L’absence de modificateurs majeures pour les ttiansi vitreuses des implants vieillis par
photo-oxydation seule confirme la nécessité dedrblyse conjointe a la photo-oxydation
dans le réarrangement supramoléculaire du copogmer

Ces deux résultats confirment ceux obtenus en AFB&opolymeére réticule progressivement
par rapprochement des chaines d’acrylates. Le sabpment des chaines du copolymere est

permis par la rupture des chaines alkyles latéslesdéplacement de I'eau liée.

Il. Relargage des composés de faible masse moléculaire

A. Analyse qualitative

L’analyse qualitative est réalisée sur les solgiale conservation (SC). Les composeés
détectables dans ces solutions sont le reflet pfanessus de relargage qui intervient au cours
d’'un vieillissement naturel de I'implant lors dwekage dans son conditionnement primaire.
Ce premier résultat conforte les résultats et mxlasions de I'analyse thermodynamique
selon lesquels I'implant subit une perte de CFMM mégration vers le milieu extérieur en
contact direct avec la surface.

Ce vieillissement se produit & I'abri de la lumi@tea température ambiante ; c’est a dire
inférieure a la température de 'humeur aqueuss. 3€ analysées sont celles des implants
dont la date de fabrication est estimée inféri@uu@ semestre.

Les chromatogrammes, obtenus par lI'analyse RP-HB&E SC, montrent deux séries de
composés de CFMM (figures 35 et 36). Ces deux gmewge distinguent par leur ordre

d’élution et leurs caractéristiques spectrales.

1. CEFMM du groupe |

Le premier groupe, élué entre 0 et 8 minutes, cotales composeés dont lesiax sont peu
caractéristiques. Trois composés majoritaires ord intensité supérieure a la limite de
détection, qui correspond au bruit de fond dedadide base. Leurs temps de rétention (TR)
sont : TR1= 3,3 minutes ; TR2= 5,3 minutes et TRBHminutes.
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Le composé a 3,3 minutes présente sur le chronsatoge tridimensionnel uamax a
240nm. Cette caractéristique spectrale ne correspoaucun des monomeres connus du
copolymeére.

Les autres composés n'absorbent que trés peu dlesféiongueurs d’ondes mais présentent
sur le chromatogramme 3D un maximum autour de ZEDr2n. CeAmax est caractéristique
des groupes styrénigues. Le composé corresporadraitdérivé du styréne, qui est I'un des
monomeres constitutifs de I'implant. Cependantstigene est €lué a 27 minutes dans ces
conditions.

L’origine de ces deux composeés, trés polaires, thmax évoque la présence d'un cycle
aromatique, pourrait provenir de la dégradationsguene et de I'éthylene glycol phényle
éther acrylate (EGPEA) suivi d’'une recombinaisoacates groupements polaires. LEGPEA
est un des constituants majeurs du copolymeredées composés pourraient également étre
des produits de la dégradation et de la recomlmnaddmpuretés de synthese ou des dérivés
d’anti-UV de la famille des Tinuvih Ces additifs sont utilisés pour limiter les défgigons
induites par la photo-oxydation des copolym&telsne analyse de surface en spectrométrie
photoélectrique X a permis de mettre en évidengardaence d’atomes d’azote inclus dans
des cycles aromatiques. Ce résultat est le seulyapp I'’hypothése de la présence d’un anti-
UV dans I'implant enVISTA et son potentiel de relargage dans la solutionotservation

des implants.

2. CFMM du groupe Il

Le second groupe de composés est €lué entre 8 stirlies. Les composés principaux
relargués different de ceux du premier groupe parébularité des intervalles entre leurs
temps de rétention et par I&max relevées sur le chromatogramme tridimensio(frgglre
36). Le premierAmax vers 218nm ne correspond pas a un groupementiqcie
caractéristique. Le seconktinax vers 270nm, est caractéristique d’'un noyau atiguoe
associé a un hétéroatome possédant un doublet ianh donduisant a une transition
électronique wr*. Celle-ci qui entraine un effet bathochrome @gport auimax du noyau
aromatique. Ce motif explique I'absorbance a 27@@eWEGPEA monomeére, constitutif du
copolymére Cf. annexe 2). Toutefois, dans ces conditions chromapbggues, 'EGPEA est
elué a 24 minutes alors que I'ensemble des competagués est élué avant 15 minutes. De
plus, la SC analysée ne comporte aucun composé&déninutes. Les CFMM du groupe |l
seraient des produits de scission des chaines EBGPe plus, I'évolution de leur temps de
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rétention impliquerait une recombinaison avec degifen récurrents formant une chaine
alkyle. La longueur de cette chaine expliqueraitptagression réguliere des temps de
rétention.

L’analyse en chromatographie liquide couplée aspextrométrie de masse (LC/MS) n’'a pas
permis I'évaluation des masses de chacun des c@spba faible ionisation de TEGPEA et
des composés relargués de I'implant, quel queesoitode d’ionisation, a laquelle s’ajoute la
modification de la structure moléculaire dans larse de la spectrométrie de masse, ne
permettent que de confirmer la parenté structugatee les différents composés relargués et
'EGPEA.
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Figure 36 : Chromatogramme tridimensionnel des CFMMrelargués dans SV photo-oxydation combinée longue
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B. Analyse quantitative

L’analyse quantitative et statistique des compaosksgués dans la SC a été réalisée sur six

echantillons (figure 37).

0.8+

356154 356087 356088 356089 356234 356235
SC

Figure 37 : AUC totales des CFMM du groupe Il desautions de conservation X 218nm)

L’AUC moyenne des CFMM du groupe Il pour les six &F de 1,18mAU*min (£0,12) avec
une variance faible. L’AUC totale entre les diffésggnificativement entre les six SC
analysées (test de Kruskal-Wallis au risqued,05 ; p<0,001). Les variances au sein d’un
méme lot ne sont donc pas homogenes malgré uneermapge identique (lot identique,
numeéros de série qui se suivent). L’hétérogéndigevée sur le relargage des CFMM du

groupe Il signe la variabilité intra-lot et intemyplant.

L’histogramme de la figure 38 permet de révéler djoedre de grandeur relative des

composeés, les uns par rapport aux autres, resiégde pour les six SC. L’AUC relative du

composeé a 8 minutes est I’AUC majeure dans touédeantillons.

De plus, I'analyse permet de révéler une variaties proportions relative de chacun des
composés. Cette variation se retrouve dans lesungalabsolues d’AUC pour les six

échantillons (figure 39). Toutefois, I'analyse de distribution du profil de relargage des
CFMM du groupe Il des SC ne permet pas de condutléexistence d'une différence

significative (test du Chi2 au risque=0,05).
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Figure 39 : AUC absolue des CFMM du groupe Il desdutions de conservation X 218nm)
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Cette variation est a mettre au regard de la vaniglobale de I'AUC totale mesurée pour les
composés du groupe Il. L’hétérogénéité observédesuelargage concerne I'ensemble des
CFMM. Le relargage reste qualitativement le mémeésm& semble pas se produire a la

méme vitesse pour tous les implants au sein d’umeriét de production.
C. Action de I'hydrolyse sur le relargage

1. Hydrolyse courte

L’hydrolyse courte est reproduite par un vieillissnt artificiel des implants. Deux implants
issus du méme lot de production ont été placés diasgerum physiologique a 37°C durant 72

heures a I'obscurité.
(a) Comparaison entre implants vieillis

Ce procédé de vieillissement, trés court et peesaifi conduit toutefois a un relargage de
CFMM dans la solution d’hydrolyse (figures 40 e).4llout comme pour le relargage observé
dans les solutions de conservation, il existe ufférdnce entre les AUC totales des deux
implants (test de Student au risque=0,05 ;p<0,001). La comparaison des profils ne permet
pas de mettre en évidence une difféerence signifedtest du Chi2 au risque=0,05 6ddl ;
p=0,067). Le relargage concerne principalement deell@ du groupe Il (figures 39 et 40).
En effet, trés peu de CFMM sont élués avant 8 remat aprés 15 minutes (figure 40).

Les AUC moyennes relatives de chaque composé dliffesignificativement, a I'exception
des composeés élués a 9,5 minutes, 10,8 minutek, 2tmiinutes (test de student au risque
0=0,05). La différence majeure concerne le compbsé€ & 8,1 minutes pour lequel le ratio

des AUC pour les deux implants est proche de 10.
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Figure 40 : Spectrogramme bidimensionnel des CFMM wd groupe Il des SV hydrolyse courteX218nm)
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Figure 41 : Chromatogramme tridimensionnel des CFMMrelargués dans les SV hydrolyse courte
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(b) Comparaison SC versus SV hydrolyse courte

Les conditions de vieillissement par I'hydrolyseude sont proches de celles du
vieillissement naturel de I'implant lors du stockatpns la solution de conservation.
L’analyse des profils de la SV hydrolyse cowtrsusSC en proportion relative de chaque
composé confirme gu'il s’agit des mémes CFMM. Celaenh I'analyse met également en
évidence un profil de distribution des CFMM quifélie fortement, principalement pour le
composeé élué a 8,4 minutes (test du Chi2 au riegde05 ; 8ddl p<0,001).

La difféerence de distribution s’explique égalempat le CFMM élué a 10,8 minutes dans la
SV mais absent de la SC (figure 42).

30

20+
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81 84 88 985 10,0 105 108 11,4 117 121 125 127 133 13,7 141 145 148 151
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Figure 42 : AUC relative des CFMM du groupe Il relagués dans SC et SV hydrolyse courte d’'un méme inguht

Ces résultats permettent de confirmer le phénordemelargage a partir de I'implant vers le
milieu. Les observations faites dans les SC ne exment donc pas un relargage du
conditionnement primaire vers le milieu ou la préesed’additifs. Le temps de contact lors de

I'hydrolyse courte, en comparaison avec celle dar®C, permet d’expliquer la quasi absence
de composeés élués avant 8 minutes et aprés 15asinut
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L’analyse quantitative les CFMM du groupe Il révelee variation importante de 'AUC
totale. Elle est significativement inférieure ddes SV de I'hydrolyse courte par rapport a la
SC confirmant que I'absence de CFMM, en dehorsed& du groupe I, est liée a un temps
de contact milieu-implant trop court (té¢stle Student au risquee=0,05 ;p<0,001). Ainsi la
genese, et par conséquent la migration des CFMM kamilieu de contact, apparait comme

corrélée au temps.

2. Hydrolyse forcée

Le protocole d’hydrolyse forcée évalue simultanéimlenphénomeéene de relargage lié a
I’hydrolyse et celui lié a la température.

Les solutions de vieilissement analysées par RBE&HPmontrent un relargage
gualitativement identique a celui de I'hydrolysaude et du vieillissement naturel dans les
SC autant pour les CFMM du groupe | que ceux duggdl (figures 43 et 44).

Les CFMM du groupe | présentent des intensitésstbddances supérieures que pour les SV
hydrolyse courte ou les SC. Les composés dongteakest supérieur a la limite de détection
ont, pour quelques-uns, des caractéristiqgues spesoropres.

Deux composés tres polaires, élués a 3,2 minutésdetinutes présentent un maximum
d’absorbance proche de 260nm. Deux autres compélsés, a 4,0 et 5,3 minutes présentent
desAmax a 270nm et 280nm.

L’AUC totale des CFMM du groupe Il relargués lore thydrolyse forcée est de 8,30
mAU*min. En y ajoutant les CFMM du groupe |, pe#gents dans la SC, 'AUC totale est
de 8,75 mAU*min. L’AUC totale de tous les CFMM egtatre a cinq fois supérieure a celle
mesurée dans les SV hydrolyse courte ou dans les SC

L’analyse statistique de distribution des CFMM daupe 11 (figure 45) permet de conclure la
présence d’une différence significative entre S\drblyse forcée et SC ainsi qu’entre les

deux SV par hydrolyse (test du Chi2 au risqe®,05 ;p<0,001).
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Figure 43 : Spectrogrammes bidimensionnels a 218ndes CFMM en fonction du type d’hydrolyse

SC en rouge, SV hydrolyse courte en bleu et SV tyskedorcée en vert.
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Figure 44 : Chromatogramme tridimensionnel des CFMMde SV hydrolyse forcée
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3. Comparaison des différentes conditions d’hydrolgse le

relargage

40 em
8,3 min
8,4 min
10,4 min
204 10,8 min
11,4 min
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20 12,7 min
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AUC relative (%)
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5 Hydrolyse courte Hydrolyse forcée

Figure 45 : AUC relative de chaque composé du groep2 pour les SV hydrolyse et SC

La figure 45 illustre les proportions relatives d&SMM du groupe Il ubiquitaires des trois
conditions de vieillissement. Cependant, plusiedif§érences sont a relever. Celles-ci
permettent de comprendre le mécanisme d’hydrolysecapolymere. Deux paramétres
expliquent les différences observées : le tempydildilyse et la température a laquelle
I'hydrolyse est réalisée.

Du point de vue gquantitatif, le relargage lié aytilolyse du copolymeére est une diffusion
temps-dépendante. En effet, le relargage est pipsriant dans les SC que les SV dans les
conditions d’hydrolyse courte. De plus, le relamgadurant I'hydrolyse est accéléré par
I'énergie fournie au systeme par la températureidillissement. Dans le cas de I'hydrolyse
forcée la température fixée a 70°C intensifie largage. L'aire sous courbe totale en unité
arbitraire des composés entre 8 et 15 minutes, Bgagement ceux avant 8 minutes, est
supérieure a celle de la SC. Le temps de I'hydeofgscée est inférieur a celui du stockage.
En effet, le stockage avant analyse des lentikéegtimé entre 90 et 120 jours a température
ambiante contre 60 jours a 70°C pour I'hydrolyseéde.
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Le temps et I'énergie fournie au systeme n'ont lgasnéme effet sur tous les composeés
auquel cas, les profils en AUC relative seraientiajents quelles que soient les conditions
d’hydrolyse appliquées. La figure 45 permet de taies que la proportion de chaque
composeé évolue differemment selon les conditiongeilissement.
A I'exception du composé a 8 minutes, dont I'infeEhest supérieure dans la SC que dans les
SV, et le pic a 11,7 minutes, uniquement présens ddV hydrolyse forcée, la tendance
gualitative des profils est la méme. Seule I'iniEn8Buctue selon les conditions.
La premiere approche globale montre que les CFMM glus polaires et/ou de masse
moléculaire plus faible, dont les temps de rétensiont courts, sont trés présents dans les SC.
A Tlinverse, I'hydrolyse courte ou forcée est cdéaisée par une proportion plus importante
des CFMM élués au-dela de 9,4 minutes. Pour I'Nydeoforcée, les CFMM élués a partir de
11 minutes sont proportionnellement trés présantegard des deux autres conditions.
La comparaison des moyennes des AUC relatives lgsudeux SV issues de I'hydrolyse
montre qu’il n'existe de différence significativeie pour deux CFMM : le premier élué a
10,8 minutes et le second a 13,7 minutes et pme@senine moyenne d’AUC relative
significativement différente (testde student au risque=0,05 ; avec pour TR 10,8 min;
p<0,005 et pour TR 13,7 mirp<0,05).
Le compose le plus polaire, élué a 8 minutes, ptésgne forte variation selon les conditions
de vieilissement et de stockage (écart-type de.786)inverse, le composé élué a
9,4 minutes semble uniformément présent dans tesséthantillons quelle que soit la
condition d’hydrolyse (écart-type de 0,29%).
Le composé a 8 minutes présente un profil d’apparitemps-dépendant (proportion
supérieure dans SC par rapport a SV courte). Tastefrois arguments prouvent que ce
CFMM est également thermolabile :
- Sa proportion apparait d’autant plus faible queelapérature de vieillissement est
importante ;
- L’AUC absolue du composé dans SV hydrolyse forctdres inférieure a celle de SC
(pour des temps de vieillissement peu différents) ;
- L’AUC absolue des deux SV hydrolyse sont équivasntét non dépendantes du
temps de contact.
Le CFMM du groupe Il élué a la 14 minute est prépondérant & mesure que les conglition
de vieillissement s’intensifient. L'élément est abis des solutions de conservation mais
apparait dans les deux conditions d’hydrolyse. lcgp@rtion la plus importante est retrouvée

dans I'hydrolyse forcée.
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Un autre CFMM élué a 11,7 minutes est uniquemeddgt dans la SV forcée. Ce composé
serait spécifiqguement lié a I'action combinée dgdrolyse et de la température.

Les autres CFMM ont une cinétiqgue de relargage sgmnble étre temps-dépendante. En
valeur absolue, les AUC sont toujours supérieurasr pes SC en comparaison aux SV
forcées. Ces derniéres sont elles-mémes supériauxeSUC des SV courtes.

L’'analyse des proportions montre un relargage fiésaux conditions de stockage.
L’hydrolyse forcée s’accompagne d’une proportiorusplimportante des CFMM élués
tardivement au regard des composeés plus polaies.d€rniers sont principalement présents
dans la SC des implants.

La grande variation de la proportion du composé @@ minutes n’explique pas a elle seule
cette tendance. En effet, 'analyse des proportietatives, en excluant le composé élué a 8
minutes de temps d’analyse, «lisse » et tend dirowr la tendance globale (figure 46).
L’augmentation de la température induit un relaegdg CFMM parmi les moins polaires

et/ou de masses moléculaires plus importantes.
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Figure 46 : AUC relatives des SV selon les conditis d’hydrolyse excluant le CFMM 8min

Cette modification substantielle du profil de rgege trouve plusieurs explications. Le

copolymére constitutif de I'implant étudié possédamnme tous les copolyméres d’'implants
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en acrylates souples, une transition vitreuse neigie 28°C. Le copolymére possede
également la particularité d’étre hydraté a 4% aemssse totalé’. L’'eau joue le role de
plastifiant dans ce copolymére. En effet, la présede 2-HEMA, acrylate hydrophile,
nécessite d'étre hydraté pour conserver ses ptépridermodynamiques et mécanidties
Le fait d’augmenter la température de vieillissetnl'implant, au-dessus de la température
de transition vitreuse, induit par conséquent urgbilité plus importante des chaines de
polyméres. La température de 70°C sélectionnée fesuconditions de vieillissement est
également proche de la température de transitioeuge du polystyrene qui est un des
composants du copolymere.

De fait, la température joue le réle de catalyskuFhydrolyse en augmentant la diffusion du
milieu dans l'implant et la migration des CFMM faém Le profil spectral obtenu indique
gue I'hydrolyse concerne principalement les chathéthylene glycol.

De plus, comme le supposaient déja les résultaenob en ATG, les impuretés de synthese
et les CFMM peuvent polymériser a la températuré@f€ en présence d’un milieu salin. Ce
réassemblage explique la forte proportion reladteeCFMM du groupe Il, de plus haute

masse moléculaire et de plus faible polarité, oléseen RP-HPLC
D. Relargage liée a la photo-oxydation combinée &rblyse

1. Photo-oxydation combinée de courte durée

Les caractéristiques rétentives et spectrales &d4MCobservés pour la SV photo-oxydation
combinée courte sont similaires a celles obsergéssSV par hydrolyse courte.

Les composés élués a partir des milieux de migratomt eégalement divisés en deux groupes.
Peu de CFMM du groupe | ont une intensité sup&iaua limite de détection.

Toutefois, un des CFMM élués présente \max a 290nm. Sa présence constitue une
différence de comportement du copolymére soumiaciidn combinée de I'hydrolyse et de
la photo-oxydation. Ce CFMM est élué a f'%minute. Il présente la méme caractéristique
de rétention qu'un CFMM de SV hydrolyse forcée nths propriétés spectrales différentes.
Un deuxieme CFMM, élué a 3,5 minutes, présentdmax a 254nm similaire a celle du
styrene.

Un dernier CFMM élué a 6,5 minutes présente égalern@ Amax proche de 280nm
correspondant a un noyau phénolique. Ces CFMM mathes de ceux observés pour la SV

de I'hydrolyse forcée alors qu’ils sont quasi albs@lans la SV de I'hydrolyse courte.
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Les CFMM du groupe Il ne présentent aucune difféeegqualitative de profil spectral. Seules
les intensités et les proportions relatives de ghagpmposé different au regard de ceux
obtenus par I'hydrolyse seule (courte ou forcéeairé sous courbe totale moyenne des
composeés du groupe Il est inférieure a celle oltgruur les SV d’hydrolyse courte, forcée et
les SC.

Ces informations relatives aux 2 groupes de CFMMe@@nent sur I'action supplémentaire
de la photo-oxydation sur le vieilissement de piant. Le relargage apparait tres
rapidement, puisqu’il s’agit ici d’'un vieillissemerde seulement neuf heures a 34°C.
Cependant, le relargage differe de celui d’'une dlyde seule. En effet, la distribution des
AUC relative de chaque CFMM du groupe Il apparatmme étant significativement
différente (test du Chi2 au risqae0,05 ;p<0,001).

Seuls les CFMM élués a 8 minutes, a 12,4 minutes E2,7 minutes ne montrent pas de
différence significative entre I'hydrolyse courtel@ photo-oxydation combinée courte (test t

de student au risque= 0,05).

2. Photo-oxydation combinée de longue durée

L’intensité des CFMM du groupe |, obtenue dansomeslitions de RP-HPLC, est augmentée
ce qui permet d’apporter des informations compldaiees quant a leurs structures
chimiques. En effet, ces composés sont caractgremédes masses moléculaires faibles mais
également par l'existence, dans leur structure,gdmupements polaires, tels que des
groupements phénoliques et styréniques, lesquelgaent leshmax a 290 et 254nm. Le
chromatogramme montre également d’autres entitéslds absorbances se situent a 230nm

et dont les temps de rétention sont de 3 minutés3eninutes (figure 47).
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Figure 47 : Chromatogramme en 3D des CFMM du groupé de la SV photo-oxydation combinée longue

Le spectrogramme bidimensionnel a 218nm (partiechde la figure 47) montre la faible résolutionlalenéthode pour les
CFMM du groupe I.

L'intensité supérieure améliore la résolution dewahmatogramme tridimensionnel des CFMM
du groupe Il. Celui-ci permet de révéler la prégetie troissmax. Les deux premiéres sont a
212nm et 218nm, la troisiéme entre 268 et 272 @frfigure 48 et tableau IX).

Les variations du %8° xmax peuvent &tre attribuées a la présence d'urrdadténe du
groupement latéral greffé sur le noyau aromati¢ges. CFMM dont le ¥"xmax est proche
de 271-272nm seraient la conséquence d'un héténeatdoxygene, dont le doublet
d’électron libre expliquerait I'effet bathochrom® I'inverse, les composés dont le maximum
est a 268-269nm possederaient un hétéroatome,gbmey également, dont les électrons
seraient moins mobiles révélant ainsi un légert éffpsochrome. Les autres hétéroatomes, le
fluor et le soufre, ne sont pas supposés étre miskans les CFMM. La présence d’azote

dans les CFMM n’a pas pu étre prouvée mais demegehypothese peu probable. En effet,
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I'analyse complémentaire des surfaces par XPS n#rmpas de variation de la proportion

d’atome d’azote au cours du vieillissement.
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Figure 48 : Chromatogramme tridimensionnel des CFMMdu groupe Il de SV Ph-Ox combinée longue (détail)

Tableau IX : valeur de la 3™ Amax de chaque CFMM du groupe I

Temps de rétention Amax
8 min 271 nm

8,4 min 269 nm

9,7 min 269 nm

10,4 min 269 nm

11,4 min 269 nm

12,1 min 271 nm

12,7 min 272 nm

13,2 min 272 nm

Au-dela des observations qualitatives, 'AUC totale ces CFMM du groupe Il varie
significativement d’un implant a l'autre (test deukkal-Wallis au risquer=0,05 ;p<0,001).
Ce résultat confirme la variabilité intra lot deog@uction mise en évidence lors de I'analyse
des premieres pertes de masse en ATG. Comme leenariigure 49, il existe un rapport de
un a trois entre 'AUC totale la plus importante/(BL 356234) et la plus faible (SV BL
356088).
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Figure 49 : AUC totale des CFMM du groupe Il relargués dans les SV photo-oxydation combinée longue

L’analyse du profil de distribution des AUC relaivde chaque CFMM du groupe Il ne

montre aucune différence significative entre imgdaftest du Chi2 au risqua=0,05;

p<0,001).
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Figure 50 : AUC relatives moyennes des CFMM du grque |l relargués dans SV photo-oxydation combinée dengue durée
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3. Action de l'irradiance cumulée sur le relargagecdenposés

de faible masse moléculaire

L’irradiance cumulée apporte une modification dafipde I'ensemble des CFMM.
(@) CFMM du groupe |

Concernant les CFMM du groupe |, 'augmentationlalelurée de photo-oxydation permet
d’augmenter l'intensité au-dessus de la limite deection (figure 51). Malgré la mauvaise
résolution de la méthode, les CFMM ont une sint#asdtructurale et rétentive aux deux
durées de vieillissement. Les CFMM du groupe | swiricipalement des chaines carbonées
de structures proches, générés par les scissiomhalaes du copolymeére sous l'effet de

I'hydrolyse et I'exposition aux UV.

3-
— SV PhOx combinée Courte — SV PhOx combinée longue
2]
2
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Figure 51 : Spectrogrammes des CFMM du groupe | efonction de la durée de photo-oxydation combinée
(b) CFMM du groupe I

La durée de photo-oxydation correspamdine & une quantité d’irradiance cumulée recue par
limplant. La comparaison des profils de distriloatides AUC relatives des CFMM du groupe
ll, présentée figure 52, montre la présence d'uifférdnce significative (test du Chi2 au

risquea=0,05 ;p<0,001).
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Figure 52 : AUC relatives des CFMM du groupe |l sebn la durée de photo-oxydation combinée
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Figure 53 : Distribution du profil de relargage desCFMM du groupe Il selon la durée de photo-oxydatia combinée

La durée de photo-oxydation fait tendre le proéilrélargage tend vers des composés de polaritéisumgéet/ou de masse
moléculaire plus faible.

La différence s’explique par deux phénomenes :

- L’inversion des proportions relatives. Les CFMM éduavant 10,4 minutes sont
proportionnellement supérieures pour la longue ede photo-oxydation combinée a
I'hydrolyse. Le rapport s’inverse aprés 10,4 misyfegure 53) ;
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- L’absence de CFMM pour une des deux durées ddisseinent. C'est le cas des
composes €élués a 11,7 minutes et 14,1 minutes emigpt présents pour la photo-
oxydation combinée a I’hydrolyse combinée de coduiete ;

- L’existence de cinétique d’apparition différentéoseles CFMM (Cf. tableau X).

Tableau X : Ratio 2ans/ 2 mois relargage photo-oxydian combinée de 8 a 15 minutes

Temps de rétention | AUC Ph-Ox longue AT .
(min) (mAU*min) courte. Ratio (longue / courte)
(mAU*min)

8 107,84 0,67 160,9
84 179,24 4,235 42,3
94 105,8 05775 183,2
104 61,475 1,225 50,2
10,8 0 0 /

114 33,567 1,39 242
11,7 0 0,62 0
12,1 17,165 0,935 18,4
12,7 8,346 0,565 14,8
13,2 3,6 0 /
13,7 1,345 0 /
14,1 0,438 0,565 0,8

Le premier CFMM a 8 minutes est 160 fois plus alaondlans la photo-oxydation combinée
de longue durée que dans la photo-oxydation corabile courte durée alors que I'AUC
relative de la photo-oxydation combinée de longue2d n’est que 3 fois plus importante
(figure 52).
Trois éléments expliquent cet écart :
- Le relargage de ce CFMM n’est pas uniquement lgéphnoto-oxydation ;
- D’autres CFMM ont une vitesse de relargage supérien fonction de l'irradiance
cumulée ce qui diminue de fait la proportion du Q% minutes ;
- La thermolabilité du CFMM 8 minutes mise en évidernors de l'analyse de SV
hydrolyse forcée.
Concernant ce dernier point, lors de la photo-oiigdala température est maintenue a 34°C.
Celle-ci ne peut donc pas expliquer la faible prtpo relative évaluée dans la SV photo-
oxydation combinée de longue durée. Ce résultatadgirmé par la SV des implants témoins

de la photo-oxydation combinée longue (SV témoains).

132



L’effet de la photo-oxydation sur la cinétique d&MM 8 minutes est mis en évidence par
'analyse croisée des SV témoins, SV hydrolyse teoet SV photo-oxydation combinée

courte.

D’une part, les SV témoins contiennent une quaatigolue du composé 8 minutes identique
a celle de la SV hydrolyse courte. Cela confirm&ugjsein de I'enceinte a arc au xénon,
I'hydrolyse sur I'implant est identique a celle ebge lors de I'hydrolyse courte.

D’autre part, pour une durée de vieillissementdi® $upérieure dans SV témoin, 'AUC du

composé 8 minutes n'est que 2 fois supérieure la oblservée dans SV photo-oxydation
combinée courte. De méme, 'AUC de la SV photo-@tygh combinée longue est 30 fois

celle des SV du groupe témoin pour une méme dwgégedlissement.

Ces résultats prouvent l'effet catalyseur de latptoxydation sur le relargage du CFMM 8

minutes initié par hydrolyse.

L’accélération du relargage de CFMM élué a 8 misuitws de la photo-oxydation est
inférieure a celle des autres composés. En effgt)G relative diminue en fonction de
lirradiance cumulée signifiant ainsi 'augmentatigplus importante du taux des autres
CFMM.

L’AUC absolue du CFMM 8,4 minutes est 44 fois piagportante dans les SV photo-
oxydation combinée de longue durée que pour la ®goxydation combinée a I'hydrolyse
de courte durée. Cependant, en valeur relativegléatent est legerement plus prépondérant
dans la SV photo-oxydation combinée courte queuden@8%versus34%). Ce composeé est
donc trés rapidement détectable et reste majaritairs de la photo-oxydation combinée
guelle que soit la durée. Dans les SV d’hydrolyseles (courte ou forcée), la proportion
relative du composé 8,4 minutes est de 15-20% eoBH-40% pour les groupe Photo-
oxydation combinée. Cette tendance est confirmée I'ppalyse des SV obtenues des
implants du groupe témoin pour lesquelles TAUCGRMM élué a 8,4 minutes est de 20%.
La stabilité de la proportion du composé 8,4 miswgkel'’augmentation de I'’AUC relative du
CFMM 8 minutes sont le reflet d’'un mécanisme pliabgl d’évolution du profil de relargage
entre 8 et 15 minutes. Les composés relarguésimawgegroupe Il sont majoritairement des
entités de polarité plus importante et/ou de massdeculaire faible en fonction de

lirradiance cumulée (figure 52).
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Ainsi, la distribution du profil des AUC de chaq@&MM relargué change en fonction de
l'irradiance cumulée (figure 53). Plus celle-ci enante, plus le profil de relargage tend vers
des composés de polarité supérieure et/ou de maséeulaire plus faible.
Dans cette observation du déplacement du profieieggage, le CFMM élué a 14,1 minutes
est I'exemple le plus explicite. L'élément est tgrésent pour des vieillissements de courte
durée alors gqu’il est non détectable dans les S3/Rleto-oxydation combinée longue. Ce
résultat peut s’expliquer par la sensibilité ahato-oxydation des composeés relargués élués a
des temps de rétention supérieurs a 8,4 minutes.
Trois scenarii expliquent la diminution de ’'AUC damposé 14,1 minutes :
- Une libération importante mais éphémere du complexgpjel se dégraderait par
photo-oxydation ;
- Une vitesse d’apparition trés faible laquelle geli@e a un équilibre entre la vitesse
d’apparition du composé dans le milieu de vieillisent et la vitesse de dégradation ;
- Un ralentissement du relargage par réaction des NLFoformés avec les chaines
libres du copolymére sous l'action croisée de latptoxydation et du milieu salin.
Ces deux dernieres explications paraissent lesypisemblables. En effet, en AUC absolue
l'intensité mesurée du composé 14,1 minutes esiifeigtivement plus faible dans la SV
photo-oxydation combinée longue que la courte (BpAJ*min versus0,57mAU*min ; test
de student au risquee=0,05 ; p=0,002). Cette explication rejoint également lesearbations
faites en ATG notamment l'augmentation de la pette masse au plateau pour les

échantillons ayant subi la photo-oxydation combidédongue durée.

L’équilibre entre la formation et la dégradation deaque CFMM peut étre évalué par le
calcul des ratios de chaque composé entre 'TAUCuUnéesau temps couversustemps long
de photo-oxydation combinée a I'hydrolyse (tablXau

Les ratios les plus importants peuvent étre assogiéin mécanisme d’apparition photo-
oxydation dépendant. Ainsi, le CFMM élué a 9,4 nmsu(ratio des photo-oxydations
combinées longue/courte =183) présente une ciretikppparition exponentielle lors d’'une
photo-oxydation.

Les CFMM détectés apres 10,4 minutes, tout comna+-MM €élué a 8,4 minutes, présentent
un taux quasi similaire dans les deux groupes @dlissement par photo-oxydation. Le ratio

tend vers 1 a mesure que le temps de rétentidore!.
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(c) CFMM élués au-dela de 15 minutes

Des CFMM élués aprés 15 minutes sont uniquemerdctist dans SV photo-oxydation
combinée longue. Aucun des CFMM ne présente derigtép spectrales particuliéres ou
voisines des propriétés de 'EGPEA ou du styreres €bmposes élués sont caractérisés par
une polarité plus faible et/ou une masse moléalanportante au regard des CFMM des
groupes | et Il. Il peut s’agir de composés de massléculaire supérieure a celle des CFMM
ou d'oligomeres issus de la dépolymérisation etladeecombinaison d’entités chimiques
générées. Ces composés ne présentent pas de gnardau-dela de 250nm confirmant
'absence de groupement chromophores caractémsticgph qu’'un noyau aromatique dans leur

structure chimique.
E. Comparaison globale

1. Photo-oxydation combinée lonque — hydrolyse forcée

Ces deux conditions de vieillissement accéléré ptant selon les normes ISO 10993 de
mimer deux ans de vieillissement naturel.

La figure 54 montre I'existence d’une différencejenae des profils de relargage des CFMM
du groupe Il (test du Chi2 au risqae0,05 ;p<0,001). L’hydrolyse forcée génere des CFMM
principalement élués au-dela de 10,4 minutes atprs la photo-oxydation longue est
caractérisée par des CFMM plus polaires €lués aMaatminutes (figure 55).

Les deux conditions de vieillissement apportentquemntité d’énergie importante au systeme.
Cette énergie n’induit pas les mémes modificatiehgar conséquent ne génere pas les
mémes CFMM. Dans le cas de la photo-oxydation igieeet le stress oxydant appliqués
induisent la genése de CFMM caractérisés par ubk fenasse moléculaire et une polarité
importante. La température de I'’hydrolyse forcégofese la mobilité des chaines du
copolymére permettant ainsi la genese et la lilmérate composés moins polaires et/ou de
masses moléculaires plus importantes. Dans ce decas, il s'agit de composés plus

difficilement extractibles.
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Figure 54 : AUC relative des CFMM du groupe Il relargués par hydrolyse forcée et photo-oxydation combge longue
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Figure 55 : Profil des CFMM du groupe Il relarguéspar hydrolyse forcée et photo-oxydation combinée tgue
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2. Photo-oxydation combinée longue — hydrolyse courte

La comparaison des profils entre I'hydrolyse cowetda photo-oxydation longue apporte
davantage d’informations sur l'origine et le devede chague CFMM. Dans ces deux
situations, le temps d’hydrolyse et la tempérasmat semblables ; seule la photo-oxydation
intervient. Pour tous les composeés, les AUC sopeseures lors de I'ajout de la photo-
oxydation.

Il apparait que le CFMM élué a 8,4 minutes estqip@ement généré par la photo-oxydation.
Les proportions des CFMM élués aprés 10,4 minutesindent. Il peut s’'agir d’'une
dégradation post-relargage dans la SV ou bien d'disparition par réaction de
recombinaison avec un autre compose relargué seiauwlu copolymere.

Cette diminution relative est liée a 'augmentatitnla proportion du composé a 8,4 minutes.
Ce CFMM pourrait étre le produit de la dégradatiles autres composés relargués dans un
premier temps. Selon cette théorie, le composé /94 minutes, dont la proportion est
stable entre I'hydrolyse courte et la photo-oxyalattombinée longue, ne serait que le produit
d’'un relargage du copolymere et non lié a la déafiad des autres composés relargués. De
plus, selon I'hypothése d’'une modification des cos@s relargués, la scission des CFMM
pourrait également expliquer la grande quantitéameposés elués avant 8 minutes.

Enfin, 'analyse par RP-HPLC ne permet de détegter les composés d’'une certaine masse
moléculaire et polarité. L'origine des différent&EMM élués pourrait étre le relargage direct
depuis I'implant vers le milieu mais également étre a un relargage préalable d’oligomeéres
dont le poids moléculaire et la polarité ne peremdtpas leur élution dans les conditions

chromatographiques retenues. En effet, ceux-craisint adsorbés sur la phase stationnaire.
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I1l. Cinétique des composés de faibles masses molasulair

A. Cinétique de relargage

La cinétique de relargage des CFMM du groupe liee@itet 240 minutes lors d’une photo-
oxydation combinée a I'hydrolyse montre un relasgages rapide (figure 56). Le signal
mesuré en RP-HPLC est supérieur a la limite dectéte(bruit de fond de la ligne de base)
dés la 98 minute. Plusieurs CFMM apparaissent simultanénmeais tous n'ont pas la
méme cinétique.

Le composé a 8 minutes est ici majoritaire en dtéaabsolue ce qui confirme I'observation
faite dans les conditions de photo-oxydation courtautefois, la cinétique du composé 8,4
minutes semble plus rapide expliquant la raisohimkersion des prépondérances en fonction
de lirradiance cumulée observées dans les SV d&seahtes conditions de vieillissement
testées. Les composés a 11,4 minutes et 12,1 minatdirment également les observations
précédentes. Leur tres faible cinétique d’apparitonforte I'idée qu’avec la durée de photo-
oxydation les quantités absolues n’évoluent quepetl, alors que leurs proportions relatives
chutent.

Un composé élué a 16,5 minutes, absent des obssiva@irécédentes, présente une cinétique
décroissante. Son absence a TO semble indiqudrngug’agit pas d’'un élément préexistant
mais qu’il est relargué de I'implant. Toutefois, @aétique, rapidement décroissante, indique
gu'il est trés rapidement dégradé. Sa vitesse dgadétion est supérieure a celle de son
relargage. L'autre explication serait celle d'unépbméne de relargage massif, rapide et
éphémere suivi d’'une dégradation dans le milievieilissement.

Au-dela de 240 minutes, le suivi des AUC de chades CFMM du groupe Il confirme la
différence de cinétique (figure 57). Le CFMM élu#&@5 minutes n’est plus détecté indiquant
gue sa dégradation est supérieure a son relargjagpparait également que la cinétique
d’apparition de tous les CFMM n’est pas linéairasrse fait par paliers. Les paliers ont lieu
aux mémes temps de photo-oxydation pour tous I@dNCiEétectés. Ce profil de cinétique
peut étre la conséquence de I'équilibre entre largage des CFMM et leur dégradation.
L'allure des tracés peut également étre liée adllissment du copolymeére et a la
conségquence d'un phénomene de scission —migratienrelargage des CFMM lesquels ne

serait pas continu mais intervient par vague.
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Figure 56 : Cinétique précoce du relargage des CFMMu groupe Il en fonction de la durée de photo-oxyation

combinée a I'hydrolyse
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Figure 57: Cinétique du relargage des CFMM du group Il en fonction de la durée de photo-oxydation cohinée a

I'nydrolyse
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Ces résultats confirmeraient ainsi ceux précéderhoigienus en ATG indiquant I'existence
d’'un gradient de concentration de CFMM au sein ojpotymere ; ce gradient serait lié aux

propriétés de chaque CFMM (masse moléculaire etripé).
B. Cinétigue des CFMM apres relargage

La cinétique des CFMM seuls soumis aux parameéteeka choto-oxydation combinée est

présenté figure 58.

0.8+

— 8,4 min

0.6

mAU*min
o
B

0.2

— 11,4 min

— 121 min

== 16,5 min
6000

0.0

Temps (minutes)

Figure 58 : Cinétique des CFMM du groupe Il sous Effet de la photo-oxydation combinée a I'hydrolyse

Malgré I'absence de I'implant les composés initisdat relargués ne disparaissent pas sous
I'effet de la photo-oxydation ou de I'hydrolyse. Awntraire, leur concentration croit avec
une cinétique toutefois plus lente que celle ol&etars du relargage des implants. En effet,
en 96 heures d’exposition a la photo-oxydationsdéution de vieillissement contient une

quantité équivalente a une intensité de 0,41mAUf28inL alors que la SV contenant encore

'implant a un signal de 4,1 mAU*min/2M..
L’apparition des composés ne peut provenir que rdgnients relargables a partir du
copolymeére précédemment relargués. Ces composémsiae moléculaire relativement plus

importante se dépolymériseraient a leur tour s@iffet de la photo-oxydation formant ainsi
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des composés de faible masse moléculaire similailesux analysés par RP-HPLC dans les
SV d'implants. Ces éléments de masses moléculeirde polarités différentes peuvent alors
étre élués dans ces conditions chromatographi@ieite cinétique d’apparition des CFMM
en deux temps permet d'expliquer le délai d’apjmarities premiers CFMM a la 9% minute

(figure 56) ainsi que la cinétique par palier prége figure 57.
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Chapitre 3 : Analyse de la surface par AFM

|. Caractéristiques de surface des implants neufs

Les implants neufs sont caractérisés par un profitposé des multiples pics et vallées mais
d’une rugosité faible et homogéne sur 'ensembke zmes mesurées. En contraste de phase,
la surface est également homogene sans présembé&pdes amorphes ou cristallins (figure
59). La rugosité a été mesurée pour chaque imglargéparant dans un premier temps le
centre des bords. Les rugosités des différentsaimiplanalysés ont été comparées pour
déterminer la variabilité entre les implants neufs.

La rugosité entre le centre et le bord de I'implaetf n’est pas significativement différente
(testt de student au risque=0,05 ;p=0,152). Ce résultat, illustré figure 59 pour I'itapt
BL-001, est confirmé pour I'ensemble des implardafa analysés. La rugosité est semblable
entre le centre et le bord de chaque implant eane pas significativement pour les implants
d’'un méme lot. Il est possible de considérer l@wamoyenne de rugosité calculée comme la
valeur de base des implants.

De méme, les rugosités entre les différents implar@ufs ne sont pas significativement
différentes (analyse de variance par Kruskal-Wati8,05p=0,172).

Un implant d’'un lot différent, dont la date limitButilisation était proche, a été analysé par
AFM. La rugosité Ra mesurée est sensiblement afégi a la moyenne de rugosité des autres
implants. L'écart de rugosité pourrait égalememe &€ a un phénomene de lissage de la
surface par hydrolyse en fonction du temps survégms le conditionnement primaire de

'implant. La différence peut également proveniree différence inter lots.
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pm

Figure 59 : Surface de l'implant BLOO1. Vue en 2Dyue en 3D et profil de rugosité

La rugosité moyenne d’un implant neuf est la suiwaiRa=3,02nm — Rg=4,19nm?2 — Rmax=66,98nm — Rr3#hE9nm.
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[l. Action du vieillissement par hydrolyse sur la sodgades

Implants

L’hydrolyse courte et I'hydrolyse forcée modifiembiformément la rugosité de surface des
implants. Aucune différence significative n’est enisn évidence pour les quatre parameétres
mesurés (Ra, Rg, Rmax et Rmin) entre les centréssdiords des implants. De méme, la
rugosité est homogene entre tous les implants ligiedelon les mémes conditions
d’hydrolyses.

L’analyse comparative montre qu’il existe une d#éféce peu significative de la rugosité Ra
selon I'hydrolyse réalisée (test de Kruskal-Wadlis risquen=0,05 ;p=0,039). La différence
n'est pas confirmée avec le parameétre Rq (testrdskal-Wallis au risque=0,05 ;p=0,11).
Rmax diminuent lors de I'hydrolyse courte et forddest de Kruskal-Wallis au risque
0=0,05 ;p=0,0073). De méme, la rugosité minimale s’accrpita hydrolyse forcée (test de
Kruskal-Wallis au risquex=0,05 ; p=0,0009). Lors de I'hydrolyse courte, Rmax et Rmin
diminue (figure 60).

Les valeurs de rugosités obtenues indiquent I'ert# d’'un phénoméne de lissage de la
surface de l'implant durant I'hydrolyse lorsque températures sont supérieures a celle de la
transition vitreuse du copolymere.

Le lissage de la surface peut étre expliqué paélrégation des CFMM a la surface de
'implant dans ces conditions de vieillissement. difet, les CFMM générés par I’hydrolyse
forcée, mis en évidence par RP-HPLC, diffusent damsatrice polymere puis s’agrégent en
surface avant d’étre, pour certains, relargués tansilieu de contact. Les résultats d’AFM
confirment ceux obtenus en ATG et en RP-HPLC.

Les parametres de rugosité relevés évoluent dam&iee sens que l'intensité du relargage
observé en dans les SV en RP-HPLC. Les valeursad®& Rmax et Rmin augmentent tout
comme [I'AUC totale des CFMM. De plus, lors du réagement des chaines
supramoléculaires au cours de I'hydrolyse forcéetempérature génére l'apparition de
craquelures de quelques nanometres a la surfacBngdant. Celles-ci sont mises en
évidence par 'augmentation de la valeur Rmin. &fmis, I'analyse qualitative de la surface
montre que I'hydrolyse, quelles que soient les d@r testées, ne provoque pas de

modification majeures du contraste de phase etalesrs de rugosité (figure 61).
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Figure 60 : Rugosité des implants vieillis par hydolyse seule

Les valeurs moyennes obtenues lors de I'hydrolpsete sont : Ra = 3,33nm — Rq =4,3%rnRmax = 28,69nm — Rmin=-
26,80nm. Les valeurs moyennes des implants vigbis hydrolyse forcée sont: Ra = 4,22 — Rq=5,86 —X&B8&26 —
56,79nm.
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Malgré 'homogénéité des profils de rugosité, lesfaces présentent quelques différences
ponctuelles notables. Des structures nommées pauita «rainure circulaire » ont été
découvertes sur la surface des implants (figure 6Bague implant n’étant pas son propre
témoin, il est impossible de déterminer si 'asigédst liee au proceédé de fabrication et de
conservation ou si celle-ci est le fait du viefbsnent. La régularité de la structure circulaire
laisse a penser qu'il s’agit d’'un élément lié ang@dé de fabrication et/ou polissage.

Malgré un protocole standardisé pour I'acquisitiimage, I'implant n’est pas polarisé et ne
permet pas d’imager strictement les mémes zones é@ahnantillon a l'autre. De plus, la
surface totale imagée est de 3,6hpour une surface totale d’implant voisine de 6Gmiin
est de fait impossible de certifier I'imputabilides observations au vieillissement des

surfaces.

D’autres types de structures, des pics hauts t$ont imagés en surface des implants (figure
63). L'origine précise de ces pics, et des raingnesilaires, sur la surface des implants n’est
pas établie. Le NaCl présent dans la solution dgllissement peut cristalliser lors de
limagerie par AFM si le rincage est insuffisanbulefois, dans I'exemple de la figure 63,

'aspect est différent de celui de cristaux de NalGi présence d'une rainure dans le
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prolongement du pic laisse penser que les deuwxngaifms sont liées. De plus, 'observation
de ces artefacts est quasi exclusivement faite g@sirmplants vieillis artificiellement.

L’origine de ces phénomenes pourrait étre uneatitér de la surface lors de son polissage ou
lors du passage de la pointe en mode tapping. @kéeation indiquerait une fragilité de la
surface de l'implant a I'abrasion d’'une pointeedit peu probable, aux vues de la géométrie
des impuretés (pic et rainure), que ces imagestsaieectement le fait d'un relargage
d’oligoméres dans le milieu de I'implant.

La derniere hypothese serait 'altération de lafamer par le repliement et l'injection de
I'implant au travers du stylo injecteur. Lors detilisation, dans le procédé de vieillissement,
aucun stylo ou systeme de repliement n’a été @tiligne vigilance accrue a été portée a
préserver les surfaces en manipulant les implaatslgs haptiques a l'aide de pinces
atraumatiques.

Des résultats publiés dans la littérature, seudss durfaces des implants en hydrogels
présentent le méme type de structures associargicesins et hauts avec des sillons fths
Cela laisse a penser que les pics observés sumpdasnts correspondent a des hydrogels, les
chaines de PHEMA dans le copolymeére, qui appargissesurface lors du vieillissement. La
présence de ces structures ne modifie pas la teadias résultats de Ra et Rq pour chaque
implant. Seules les valeurs des Rmax et Rmin s@ivent modifiées.
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Figure 62 : Caractéristiques de surface aprées hydigse forcée (BLO08)

Une rainure circulaire est visible sur la vue mdnsionnelle et bidimensionnelle de la surfacen&fgse des profils de surface (tracés vert, bleawge) ne montre pas de différence notable

sur la surface malgré la présence de la rainure
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Figure 63 : Vue tridimensionnelle de la surface coportant un pic de PHEMA
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Figure 64

. Profil de la rugosité de surface préseant un pic de PHEMA
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[1l. Action de la photo-oxydation sur la rugosité ddae

Des différences significatives des valeurs de ritgae surface apparaissent lors de la photo-
oxydation (figure 65). Le contraste de phase etpledils de rugosités ne montrent pas de
modification significative lors du vieillissemendipphoto-oxydation seule.

La premiére observation concerne ’lhomogénéitéugesité entre le centre et les bords des
implants. Au sein du groupe photo-oxydation londas,bords de I'implant ont une rugosité
significativement supérieure a celle du centre (tde student e 5% -p=0,00017).

La rugosité mesurée entre les groupes ne diffesesigaificativement (test de Kruskal-Wallis
au risquen=0,05 : Rgp=0,94 ; Rqp=0,54 ; Rminp=0,17). De méme aucune différence n’est
mise en évidence en fonction du temps de photoatiom (testt de Student au risque
a=0,05 ; Rg=0,33 ; Rgp=0,26 ; Rmaxp=0,77).

A Tinverse, Rmax diminue significativement entres limplants neufs et ceux vieillis par
photo-oxydation (test de Kruskal-Wallis au risqued,05 ;p=0,0041). Le paramétre Rmin ne
suit pas de tendance en fonction de la photo-oigmlata photo-oxydation sans hydrolyse
associée modifie la rugosité de surface en fonctienla durée d’exposition donc de
I'irradiance totale délivrée a I'’échantillon. Landinution de Rmax ne pouvant pas étre le fait
d'un relargage, d'un gonflement de l'implant ou kEction de I'hydrolyse, la tendance
observée serait la conséquence d'un réarrangenentsuluctures supramoléculaires en
surface. Sous l'action de la photo-oxydation I'g@ede lirradiance, qui est le seul parametre
responsable du vieillissement, conduit & des ré@astde scission et de recombinaisons de
chaines. De méme, la température de vieillissersapgrieure a la Tg, conduit a une mobilité
des chaines macromoléculaires facilitant le régearent supramoléculaire. Ces phénomenes
sont confirmés par I'évolution de Rmax et de Rnhilensemble aboutit & un lissage de la
surface mis en évidence par la mesure de Ra et Rq.

La difféerence de Rmax mesurée entre le centre sthteds de lI'implant montre que le
mécanisme de réarrangement des chaines de polymeésispas homogéne sur toute la
surface. Cela peut étre lié a la différence d’'é&mais de I'implant entre le bord et le centre. La
difféerence de Rmax peut également étre le refletl'liétérogénéité de répartition des
monomeres dans le copolymere. Cette hétérogérmiférne les résultats observés en ATG
et RP-HPLC. Elle trouve son origine dans le procél#e polymérisation ou dans le

réarrangement des chaines macromoléculaires lorgedlissement.
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Figure 65 : Rugosité des implants vieillis par phat-oxydation seule
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Les résultats de rugosité et de profil de surfametenus aprés photo-oxydation sans
hydrolyse, confirment I'existence d'une différende la vitesse de vieillissement entre
implants d'un méme lot ainsi quau sein d'un mémmaplant selon [I'épaisseur et

I'organisation des chaines du copolymeére.

V. Action de la photo-oxydation combinée a I'’hydrolyse

I'état de surface

L’action simultanée de la photo-oxydation et deydifolyse n’apporte pas de modifications
majeures sur la surface des implants. Les praditg similaires de méme que le contraste de
phase. Le nombre d’artefacts en surface parakftmatplus important sans qu’il soit possible
de les quantifier (figure 66).

L’analyse globale montre que la rugosité augmeatesiblement lors du vieillissement par
photo-oxydation combinée a I'hydrolyse. La tendantst pas confirmée statistiquement
(test de Kruskal-Wallis au risque=0,05 : Rap=0,18 ; Rqp=0,14). De méme, le temps de
photo-oxydation ne modifie pas significativementrilgosité (test de student au risque
0=0,05: Rgp=0,76 ; Rgp=0,60). Comme pour la photo-oxydation seule, uniagsants du
groupe « photo-oxydation combinée longue duréeésegmte une différence significative de
Ra et Rqg entre ses bords et son centre {tel# student au risqua=0,05 ; p=0,016).
Toutefois, a I'inverse du cas précédent, cetteédifice ne concerne pas tous les implants de
cette condition de vieillissement.

Lors du vieillissement Rmax diminue alors que Renigmente. Cela prouve l'altération de la
surface dans des conditions de vieillissement ralds conditions réelles intraoculaires. Des
deux criteres de vieillissement, I'évolution du Ree de Rmin montre que les phénomenes
liés a I'hydrolyse semblent prépondérants. La serfee creuse (augmentation de Rmin) et se
lisse (baisse de Rmax) avec pour résultante unmentgtion, sensible mais non significative
de la rugosité moyenne. Les écarts de rugositée day bords et le centre confirment
I'existence d'une cinétique de vieillissement défmrie de |'épaisseur et variable entre

implants.
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Figure 66 : Caractéristique de surface aprés photoxydation combinée a I'hydrolyse pour une longue dée

Présence de pics de PHEMA visibles sur la vuentedisionnelle (en haut) d’'une hauteur d’environ 7B2@um comme

l'indique le profil de rugosité (en bas a droite).
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Figure 67 : Rugosité des implants vieillis par phat-oxydation combinée a I'hydrolyse
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V.Analyse croisée état de surface et relargage

L’état de surface est a mettre au regard du raj@rgdservé en RP-HPLC. La vitesse de
relargage de CFMM et la vitesse du réassemblagesiespeces réactives sont en équilibre.
L’équilibre est dépendant de la photo-oxydatiordet’hydrolyse. Selon le déplacement de
I'équilibre, le relargage s’intensifie et les valgeudle la rugosité se modifient.

De l'ensemble des implants vieillis par photo-oxjyola I'AUC totale de l'implant
BL340027 est inférieure aux autres AUC totalesrugosité de I'implant BL340027 est elle
aussi inférieure a la rugosité moyenne des autrggants. Cette concordance confirme
I'existence d’'une relation entre rugosité de siefatle relargage de CFMM.

L’écart observé entre le centre et le bord seeaieflet de la chronologie du relargage, lequel
débuterait par le bord de limplant. En effet, larnmhe biconvexe induit une différence
d’épaisseur entre le centre et les bords pouvamérgé deux cinétiques de vieillissement de
'implant.

L’écart entre les données de rugosité de surfade etlargage de I'implant BL340027 peut
trouver deux origines :

- L’homogénéité de distribution des monomeres et’aiiUV. Les profils ATG et
DSC indiquent gu’il n’existe pas différentes sounstés amorphes dans le copolymeére
de I'implant BL340027 ;

- Lirradiance percue par les échantillons peut varselon I'emplacement dans
I'enceinte de vieillissement. Les implants ont Hé&gement été changés de place au
sein de I'enceinte pour limiter ce biais.

L’épaisseur de I'échantillon et I'hétérogénéitédistribution des chaines dans le copolymere
semble les deux facteurs justifiant les écartsrwise Ce résultat se rapproche d’observations
cliniques réalisées indiquant que la survenue d®© Rardives pourrait étre liée a la
dépolymérisation des bords carrés des impfants

En considérant que le relargage, donc le vieiliresat de I'implant, s’initie par les bords, une
longue exposition a la photo-oxydation pourrait ified I'angle droit des bords carrés de
'implant par dépolymérisation progressive. Cettedification structurelle pourrait réduire
I'efficacité des bords carrés dans la préventiotad@CO. La conséquence clinique serait une
diminution de l'effet barriere et donc une augm#ata du risque de PCO d'incidence

tardive 6116215
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Chapitre 4 : Evaluation de la biocompatibilité

Les modifications de la surface des implants oléssnau cours de leur vieillissement ainsi
qgue le relargage continu de CFMM nécessite d'évdmdiocompatibilité a deux niveaux.
D’une part le profil de toxicité des CFMM relargués d’autre part I'interaction avec le
milieu biologique lors du contact direct entre Iptant et les cellules épithéliales de cristallin
mais également les protéines de la matrice extudaeé impliquée dans la prévention de la
PCO.

|. Cytotoxicité

Les CFMM relargués sont un meélange complexe nomtifte Ainsi, I'étude de la
cytotoxicité a été menée sur les SC, les SV mateéent sur les monomeres constitutifs de
'implant étudié. Seule les SV de la photo-oxydatammbinée a I'hydrolyse ont été testées.
Ce procédé de vieillissement mime au plus présdaditions auxquelles I'implant est exposé
et conduit au relargage le plus intense des CFMM.

Tous les monomeres n'ont pas le méme profil detoyiaité (figure 68). LEGPEA est le
seul a faire apparaitre une cytotoxicité sur lebules épithéliales de cristalline dés la
concentration de 20 ppm. Les trois autres monomeessnontrent pas d'impact sur la
viabilité cellulaire. Le 2-HEMA, dont la cytotoxi& est documentée pour d’autres lignées
cellulaires, n’est pas cytotoxique aux concentretitestées® 2%

La viabilité des cellules épithéliales de cristaliumain, en contact direct avec les implants,
les SC ou SV est supérieure a 70% de la viabiégabntroles négatif (figure 69). Aucun des
échantillons testés n’est donc cytotoxique. Les ®FNEe contiennent pas de groupement

fonctionnel d’acrylate & des concentrations cytogif° >
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Figure 68 : Viabilité cellulaire sur hLECs apres conact direct des monomeéres a différentes concentratis
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Figure 69 : Viabilité cellulaire au MTT aprées contactdirect des implants et des solutions de vieillissent

Toutefois, les résultats apportent d’autres remsgigents sur la biocompatibilité des lentilles
intraoculaires et des CFMM. Il existe une différersignificative de la viabilité cellulaire
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entre les SC et les SV de la photo-oxydation cog®ifest t de student au risque= 0,05 ;
p<0,001). Celle-ci qui peut étre expliquée par Hédénce du profil des CFMM relargués,
notamment sur le premier CFMM élué a 8 minutesh&émce de différence significative
entre les SV photo-oxydation combinée et les S\biag) présentant des profils de relargage
proches, indiquent que la quantité des CFMM ne imipas la viabilité cellulaire. La Iégere
augmentation de viabilité cellulaire peut étre ¢easEquence d’une action intracellulaire des
CFMM. Les travaux de Yamanaket al., pointent I'effet inducteur des acrylates sur la
réplication cellulaire et I'inflammatid

Les résultats obtenus sur les SC et SV confirmeetois 'absence de 'EGPEA a des
concentrations élevées ce qui est en accord asebiervations faites en RP-HPLC.

II. Morphologie cellulaire

La morphologie cellulaire observée aprés contamtctides implants et des SC ou SV
confirme la cytotoxicité induite par lTEGPEA. Lasence de corps apoptotiques apres
contact direct avec 'EGPEA confirme qu'il s’agifude mort cellulaire programmée et non
pas d’'une diminution de la vitesse de réplicatielutaire (figure 70). Les témoins négatifs
ainsi que les cellules en contact direct avec desomeres non cytotoxiques ne montrent pas
de corps apoptotiques (figure 71).

23

TN —

Figure 70 : Morphologie cellulaire sur hLECs en contat direct avec de 'EGPEA a 40ppm
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Figure 71 : Morphologie cellulaire sur hLECs en contat direct avec de I'HEMA 40ppm

De méme, aucun corps apoptotique ou marqueur mimgioe d’une souffrance cellulaire

ne sont mis en évidence aprés contact direct ageimiplants neufs et vieillis (figure 72).

Figure 72 : Morphologie cellulaire de hLECs apres catact direct avec implant neuf (A) et photo-oxydé (B
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I1l. Interaction protéique

L’adhésion de la fibronectine sur les implants gsisentée figure 73. Aucune différence
statistiguement significative n’est mise en évideratre les implants neufs et vieillis par
photo-oxydation (tedtde student au risque = 0,05). Toutefois, a niveau d’irradiance égale,
la fibronectine adhere moins sur les implants Ngetors milieux aqueux. A linverse, en
milieu aqueux la quantité de fibronectine adhéremigmente sensiblement. Ces résultats
confirment I'existence de modifications de la chende surface faisant varier I'affinité de
limplant pour la fibronecting1>#18222234| 5 différence peut trouver son origine dans
I'absence de relargage des CFMM généré au couis meoto-oxydation sans hydrolyse. Cet
élément conforte les résultats d’ATG et de relaggéesquels prouvent qu'au cours du
vieillissement un gradient de CFMM se met en pldaes la partie superficielle de I'implant.
Ce gradient modifie en conséquence la chimie etulgosité de surface ainsi que la

biocompatibilité.
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Figure 73 : Quantité relative de fibronectine adsdbant sur la surface totale des implants en fonctiodu vieillissement

La quantité de fibronectine adsorbée a la surfage ichplants dépend directement des
propriétés de surface. L'analyse par AFM a morigdésknce de modification du contraste de
phase au cours du vieillissement mais I'apparitenstructures caractéristigues du PHEMA
en surface. La rugosité Ra reste stable lors dahmo-oxydation seule mais augmente lors
du vieillissement par photo-oxydation combinéehgdrolyse. La rugosité peut étre évaluée
selon la surface projetée, ou surface réelle digpopour I'adhésion protéique (figure 74). Il
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n'existe pas d’association entre la surface prejet@yenne et I'adhésion de fibronectine en

surface des implants.
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Figure 74 : Taille de surfaces projetées en fonctiodes conditions de vieillissement

D’autres parametres sont connus pour intervenis diarteraction entre les copolymeéres et
les protéines. La charge de surface et I'hydropiitgbisont les principales. Des essais
complémentaires d’analyse de surface par specp@sg@hotoélectronique a rayons X ont
montré que la photo-oxydation modifie les propsééomiques des liaisons carbones. Cette
transformation moléculaire n’est cependant pas lygme sur la surface mais révele
I'existence de deux types de structures. Cettestoamation, liée au vieillissement, pourrait
expliquer la modification de densité d’absorpti@nla fibronectine. Elle apporte un argument
supplémentaire prouvant les différences du visdlisent des implants, issus de lots
identiqgues ou non, exposés a des conditions idesdigLes changements de la structure
moléculaire de surface sont liés au relargage pssifrde CFMM plus ou moins polaires. A
mesure que la photo-oxydation génere des CFMM meslala surface acquiére une polarité
différente expliquant la diminution d’adsorptiorof#ique. L’hydrolyse combinée permet le
relargage des structures polaires diminudatfactol’hydrophilie de la surface et améliore
ainsi I'affinité pour les protéines dont la fibraige® 197233234262

Malgré l'altération de la surface et le changemdat profil de rugosité, le parameétre
prépondérant dans l'adsorption protéique reste dibphobicité et non la surface totale

disponible pour I'adsorption.
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Une évaluation complémentaire de I'hnydrophobiciésdirface a été réalisée par mesure de
I'angle de contact. Selon ces mesures, le viedfient n'est pas un parametre modifiant
significativement I'hydrophobicité de surface.

V. Induction de 'EMT

Une fois relargués dans ’humeur aqueuse, le dedesi CFMM n’est pas connu. lls peuvent
étre rapidement éliminés par le canal de Schlemrbien avoir une action biologique. En

effet, les monoméres d’acrylates sont connus peair ane action intracellulaire, notamment
dans I'activation du géne Gsfa}?°8261:263.264

Selon ce second scenario, les résultats de laefigbr montrent I'action de 'EGPEA a

différentes concentrations, cytotoxiques ou nom, laucascade biochimique connue du

développement de la PCO.
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Figure 75 : Taux relatif d'expression de fibronectne par les hLECs

TGFB2 de 1 a 10 ng/ml (noir) ou EGPEA de 0 & 28iml (blanc).

Le facteur de croissance T@R- induit une production de fibronectine, sécrétée les
cellules épithéliales du cristallin, concentratd#pendante. La viabilité cellulaire mesurée par
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MTT ne montre pas de différence significative aleecontrdle négatif fixé comme la valeur
relative 100% dans le modéle d’étude.

L’EGPEA a un effet inverse sur le taux de sécréterfibronectine. Entre les concentrations
0 et 20ug/mL, la quantité relative de fibronectiiminue significativement (testde student
au risquea=0,05 ; p<0,05). Celle-ci augmente de nouveau a partir deg8aL. Cette
fluctuation suit I'apparition de la cytotoxicité tem 30 et 40 ppm (figure 68). A 200ppm
d’EGPEA, le taux de fibronectine produit est sugdria celui de blanc. Ce résultat est dd a
I'apoptose cellulaire.

L’augmentation de production de fibronectine indiqgue la lignée cellulaire utilisée est
sensible aux stimuli du TGB2. Cependant, I'identification de la voie intracddire et I'effet

de la production supplémentaire de fibronectindaweellule m’ont pas pu étre établis. Selon
le principe qui impliqgue une corrélation entre I6H$2 et la production de fibronectine,
I'effet de TEGPEA sur le taux de fibronectine inderait un effet biochimique du monomere
par une action intracellulaire. Ainsi, la diminutide production de fibronectine pourrait avoir
une conséquence sur la prévention de la PCO seltmébrie du sandwich en diminuant la
force d’adhésion entre la capsule et Iimpfint’implication du TGFB2 dans la cascade de
transdifférenciation épithélio-mésenchymateuse pasguestion d’'un effet potentiel, direct
ou indirect, de 'EGPEA, et par extension des CFM&I'implant, dans la physiopathologie
biochimiqué®%-2%

Les analyses de la morphologie cellulaire ne pdenetpas dans mettre en avant de
différence dans les groupes TGE EGPEA aux concentrations non cytotoxiques et dies
contréles négatifs.

Les premiers essais d’induction de 'EMT ont étalis€s avec 'EGPEA pour pallier aux
faibles quantités de CFMM relargués lors du viesiment. Les concentrations et l'instabilité
des CFMM n’ont pas permis de concentrer les édi@amgiafin de les utiliser sans risquer une
mort cellulaire liée au facteur de dilution du milide culture. Les essais réels d’induction de
la synthése de fibronectine pourront étre réalilss des solutions de vieillissement aprés
une plus longue photo-oxydation.

Les effets obtenus par le T@R-et 'TEGPEA sont a prendre avec précaution. Esteff
existe de multiples voies de signalisation intrat@ires modifiant la production de
fibronectine des cellules épithéliales de cristalDe méme, I'ensemble des travaux conduits
pour expliquer la physiopathologie de la transdé#ficiation ne donne pas la méme

importance ou le méme réle a la fibronecifrté®
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Le choix de la lignée cellulaire est important dabévaluation des conséquences
histologiques et biochimiques que peuvent avoir desnposés relargués en cours de
vieillissement. En effet, la lignée cellulaire ig#fle n'est pas une lignée cataractée. Chaque
lignée posseéde ses propriétés biochimiques prqmvesant faire varier la pertinence d’un
modeéle et I'effet obtenu pour les mémes stiftli

Les résultats obtenus pour de fortes concentrad@SPEA montrent que I'évaluation de la
viabilité cellulaire, ainsi que la mesure de I'afmge, doivent étre prise en compte. Ces
résultats complémentaires doivent limiter le risqie conclure a tort d’'un effet des
échantillons sur la production et la libérationl@&bronectine.

Globalement, I'action intracellulaire supposée GE8IM, combinée a la variation d’adhésion
de la fibronectine en surface de la lentille, amee la dépolymérisation partielle de I'implant
débutant par les bords, prouvent I'évolution de bi@compatibilité en fonction des
phénomenes de vieillissement. De I'ensemble desassances scientifiques actuelles, cette
modification de la biocompatibilité constitue usqiie de développement de PCO tardives.
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Discussion

Les travaux que nous avons conduits sur les implanVISTA® confirment I'existence de
modifications de leurs propriétés thermodynamiqueg leur surface et de leur
biocompatibilité en fonction des conditions de Nigsement.

Notre approche confondante transversale et mudtipétrique n’a, a notre connaissance,
jamais été employée dans I'évaluation des implartaoculaires. L’ensemble des travaux
publiés, relatifs a I'évaluation préclinique destikes intraoculaires, ne concerne que certains
points de la performance optique et de la biocoibititd de ces implants.

Fujita et al, ont évalué la corrélation entre le glistenirgrugosité de surface et 'adhésion
cellulaire. Le vieilissement a été réalisé par l2ures d’hydrolyse. Leurs conclusions
indiquent qu’un copolymére PHEMA-co-polyméthacrglaproche de celui d’enVISTA est
adapté pour garantir une bonne adhérence celluleire par extension, une bonne
biocompatibilité. Ce copolymére est, selon leuvdux, le compromis idéal pour les
implants futurs. Nos résultats ne confirment pas leurs. Cependant, les conditions de
vieillissement que les auteurs ont mis en ceuvrdene permetraient pas d’atteindre les
modifications de surface que nous avons observééd-B aprés photo-oxydation combinée
ou pour des temps d’hydrolyse supériélirs

Kawai et al, ont proposé une évaluation d'implants en acegldtydrophobes vieillis par
hydrolyse forcée a 100°C durant 115 jours dans Blditnes d’eau ultra pure. Leurs travaux
ont porté sur I'évaluation globale des implantséapvieillissement Les auteurs rapportent
I'apparition d’un jaunissement du copolymere, lanfation de glistening et de craquelures
ainsi que le blanchiment de surface de certaingamtg Leur évaluation n’a pas porté sur les
propriétés thermodynamiques et le relargage de CRMMours du vieillissemétit.

Yanget al, ont évalué I'impact sur des lentilles intrao@ndsa artificiellement vieillies de 50
ans par exposition aux UV hors milieu aqueux. Liauestigation, ainsi que celles similaires
menées par d’'autres équipes, ne s’est portée gue swaintien des performances optiques
d'implants en silicone. Selon leurs travaux, I'i@pl ne subit aucune modification notable

outre une diminution de sa résistance a la tratigff
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Franceseet al, ont évalué I'effet de I'hydrolyse et du vieillBment aux rayons UV, sur la
morphologie de surface d’implants en silicone d'yret ainsi que sur la transmission
visuelle d’'autre part. Seule la performance optiquété évaluée, les autres modifications
n'ont pas été étudiées ou discutéesLes autres études portant sur le vieilissement s
focalisent majoritairement sur I'évolution de l'acomodation des patients porteurs
d’'implants intraoculaires et ne discutent pas d#llience du vieilissement des matériaux
dans la perte de qualité visuélfe

Werner.et al, ont évalué le vieillissement artificiel des das intraoculaires implantées
chez le lapin. Les implants testés sont des impldnydrophobes autres que limplant
enVISTA® dont I'hydratation résiduelle n’excéde pas 0,5%s lanimaux ont été exposés a
une source reproduisant le spectre solaire a anadi constante. Apres un délai suffisant pour
simuler 20 ans de vieillissement naturel, I'analgies implants et des tissus n’a pas permis de
mettre en évidence de différence significative eetds implants non vieillis artificiellement et
ceux vieillis. Seul un jaunissement des implants rapporté par les auteurs. Malgré le
changement de couleur, la performance optique rdpsants reste conforme aux exigences
des normes ISO 11979. Dans notre étude, par phytbaton ou lors de I'hydrolyse forcée
de limplant enVISTA, aucun changement de couleur ou blanchiment &aedevé. Des
travaux similaires de I'équipe de Werner ont évdtugieillissement par spectrométrie pour
observer une perte de fragments de polyméres cordposés relargués. Selon leurs travaux,

aucun relargage n’est mis en évidence lors duliggsiment des implarft<.

Malgré le manque relatif d’évaluations précliniquembliées concernant le vieillissement des
implants intraoculaires, la démarche présente wérénh certains. En effet, les polymeres
d’acrylates sont utilisés depuis plusieurs décennians de nombreuses applications
médicales et industrielles. De nombreuses pubticatrelatent leur vieillissement dans des
conditions de photo-oxydation, sous l'effet de danpérature ou aprés implantation. Ainsi,
Chiantoreet al, ont démontré la variabilité de la stabilité gesymeres d’'acrylates selon les
conditions de vieillissement. Exposés a la photgdakon, les acrylates et les méthacrylates
se dépolymérisent plus qu’ils ne réticulent sidkaines alkyles sont courtes. La stabilité des
copolyméres d’acrylates dépend directement dedpgstion de chacun des composahts.

De plus, ces auteurs ont indiqgué que I'équilibréreehes phénomenes de scission et de
réticulation des chaines alkyles, lors de la plotgdation, était liés au nombre de carbones
des chaines alkyles latérales. Selon leurs travimsxméthyle acrylates ont tendance a se

rompre de méme que les éthyle acrylates alors emédutyles acrylates subissent plus de
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réticulation. Toutefois, ces derniers ne sont paségés des scissions de chaines dues a la
thermodégradation. lls démontrent également déstemce simultanée d’une scission et d’'un
réassemblage des chaines alkyles lors de la phgtator’®. Ainsi, le vieillissement les
résines acryliques, contenant des éthyles et ddsylag esters, se manifeste par un équilibre
entre la dégradation et le réarrangement chimiGeda conféere a ces polymeres une bonne
stabilité aux conditions de vieillissem&fit

Konagantiet al., ont été les premiers a prouver et documentgistence d’'une cinétique de
dépolymeérisation des copolyméeres de poly(méthylethastylate-co-alkyles acrylates)
(PMMA-PEA). Leurs travaux démontrent I'existenceum’ comportement différent des
matériaux selon la longueur des chaines alkylda ptoportion de I'alkyle acrylate dans la
composition totale. Tous les alkyles acrylates hjmas le méme comportement a I'oxydation
et a la température. Ainsi I'éthyle acrylate (EA9 subit pas de dommage par oxydation. Sa
dégradation est uniguement liée a des scissioatoaks des chaines. L'effet se répercute sur
la stabilité du copolymere PMMA-PEA a la photo-oatidn. La dépolymérisation, par
scission aléatoire des chaines et I'oxydationjregrsement proportionnelle au pourcentage
d’EA. Ces travaux confirment l'intérét des longudsaines alkyles dans la stabilité des
polymeres a la photo-oxydation (méthyle acrylateéAjM EA < butyle acrylate (BA)). Cet
ordre est immuable quelle que soit la proportiohalkyle acrylate. La longueur des chaines
carbonées et I'encombrement stérique évoluent dee @vec la résistance a la photo-
oxydatiori®. La stabilité des copolyméres de méthyle méthateyto-alkyles acrylates suit la
méme tendance quel que soit I'alkyle acrylate (BEA ou MA). Plus la chaine alkyle est
longue, plus celle-ci est stable & la photo-dédiadanais instable & la thermolyse

La réticulation d'un copolymere modifie égalemeatdomportement aux phénomenes de
vieillissement. La réticulation d’un copolymére uédsa vitesse de photo-dégradatfrDe
plus, la photo-oxydation favorise la réticulatiofawdant plus que la teneur initiale de
diméthacrylate est importarifé Pintuset al.,ont notamment démontré que la réticulation des
acrylates se produit plus facilement lorsque lap@mature imposée, dans les conditions de

vieillissement, est supérieure & la températurgdé

La grande variabilité des conditions de vieillisemmsur les modifications des copolyméres
d’acrylates nous ont conduit a utiliser un milieu\deillissement le plus proche possible des
conditions physiologiques intraoculaires. De falita été établi que la photo-oxydation
accélere la dépolymérisation des polymeres, doie cei PMMA, en comparaison avec

l'effet de la température ou des photons sSBulka dégradation des polymeéres est
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principalement due aux rayonnements UV (290nm — d@1). A ces longueurs d’onde,
I'énergie fournie est suffisante pour casser legsdins covalentes (C-C) et induire la
formation d’éthers, d’aldéhydes, de formates. Lecpe UV (280-390nm), émis par les
rayons solaires, apporte une énergie suffisante gwmer les liaisons (C-C) et les liaisons (C-
hétéroatomesj”. L'utilisation d’un arc au xénon plutoét qu’une lps UV nous a semblée
plus pertinente dans la mesure ou il est proposés das normes ISO des lentilles
intraoculaires et qu’'il permet de s’approcher dasditions physiologiques intraoculaires.

La conception de I'humeur aqueuse artificielle @snplexe a entreprendre. Aux conditions
d’exposition aux UV et de température physiologitpgeantioxydants ne sont pas stables. De
plus, les ions précipitent sous forme de sels. Htrep une matrice complexe mimant
’humeur aqueuse nous est apparue inutilisable pleutongue période de vieillissement
artificiel. Le renouvellement continuel du miligoour assurer un équilibre ionique et redox
optimal, réduit la capacité de détection des phé&mams de relargages observés dans le cas
des implants enVISTA En effet, le volume total nécessaire diluerait@MM relargués.

Nous avons également limité notre évaluation auntilles commerciales sans inclure de
copolymeres polymeérisés en laboratoire. En outedons Schnabedt al, I'origine du
vieillissement des acrylates est double et do& étmduit sur le dispositif médical stérilisé
final tel gqu'il I'est avant implantation. D’une garles impuretés internes; a savoir les
hydroperoxydes, les carbonyles, les liaisons iméasy les résidus de catalyse et les transferts
de charge médiés par I'oxygene et d’autre partingmretés incluant les traces de solvants,
les contaminations externes, les additifs et lexes de métaux (Fer, nickel, Crome
contribuent également au vieillissement du polyriiére

De méme, la photo-oxydation et la photo-dégradgteuvent étre catalysées par la présence
d’'impuretés de syntheses, de produits de dégradatio de sels métalliques tels que le,TiO
L’humeur agueuse est riche en ions métalliques lgsntoncentrations augmentent dans I'ceil
cataract& >

L'implant enVISTA® ayant fait I'objet de nos travaux est constitué stgréne, d’un
diméthacrylate (TEGDM), d’'un acrylate hydrophile 2-HEMA et ' EGPEA. Le mécanisme
de vieillissement par photo-oxydation a tempéraphgsiologique, que nous avons mis en
évidence, est lié a des scissions de chaines tgrviennent en parallele d’une réticulation
permise par la température de transition vitre@88Q). La présence d'un diacrylate et de
chaines alkyles de faible longueur expliquent égatd a la dégradation du copolymere que

nous avons obser@@1°4274
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L’analyse chromatographique des solutions de cegatien et de vieillissement de ces
implants montre la présence de CFMM issus notammeria scission des chaines alkyles.
Une fois créés, ces composeés diffusent au traversogolymere puis migrent en surface
jusqu’a leur relargage dans le milieu environnaatprésence des CFMM dans la solution de
conservation prouvent qu'’il s’agit d’'un phénomeéevikillissement ayant lieu naturellement
lors du stockage de I'implant. Deux des constitsia® I'implant, le poly-HEMA (PHEMA)

et les polyéthyléne glycol, sont connus pour s’biydgrer en éthyléne glycol et diéthylene
glycol. L’hydrolyse est proportionnelle au temps smble expliquer une partie du
phénoméne de vieillissement que nous avons obs&rvé

La chaine latérale du poly-EGPEA est I'éthylénecglyphényle éther dont la formule brute
est GHqO,. Cette chaine latérale comporte une chaine alkyfé onombre de carbones
varie et un encombrement stérique lié au cycle atigume. Le relargage observé en milieu
aqueuy, lors du vieillissement artificiel ou natugst lié a I'hydrolyse des chaines d’éthyléne
glycol contenues dans 'EGPEA et TEGDM. La présedo noyau aromatique sur la chaine
alkyle de 'EGPEA rend ces CFMM néoformés facilemieentifiables en RP-HPLC de par
leur Amax a 270nm. Les CFMM provenant de 'TEGDM posseaent nécessairement une
fonction acrylate. Celle ci peut, sous l'effet dexposition UV et la présence d’'un milieu
salin, réagir avec les chaines libres du copolymiams de la diffusion et migration du
CFMM. La fonction acrylate peut également réagiead'autres CFMNF’. La perte des
chaines PEG de 'EGPEA se voit également en DSGg&lsueet al, ont mis en évidence
I'effet du greffage de polyéthylene oxyde sur lanpé&rature de transition vitreuse du
polystyrene. Celle ci est déplacée vers des valgluss importantes avec le greffage ce qui
pourrait expliquer I'effet inverse sur le déplacemgue nous avons obsef% En effet, la
Tg de I'implant passe d’environ 70°C vers des terajpées plus faibles.

Le vieillissement initié par hydrolyse s’accentu [a photo-oxydation de I'arc au xénon.
Konagantiet al, ayant démontré que la sensibilité a la photadakipn augmente a mesure
gue la proportion de l'alkyle acrylate diminue, daission progressive des chaines alkyles

augmenterait ainsi la sensibilité de I'implant @keto-oxydatiory.

La scission des chaines et le relargage que nauss abservé interrogent quant a la toxicité
des CFMM sur I'environnement biologique. La présemne résidus de synthése dans les
polyméres d’acrylates a été décrite de longue dhateste encore aujourd’hui un élément
commun a tous les implants en acrylate. Ces im@sirptésentent un risque toxique pour

lorganismds2.253:275-277
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A ce jour, aucune étude n'a permis de caractérdisgrrelargables a partir d’'implants
intraoculaires en acrylates ainsi que leurs échmmyec 'humeur aqueuse. Toutefois, la
présence d’'impuretés a été évoquée dans les tralealumiana Werner portant sur les causes
d’opacification et de changement des couleurs damig intraoculaires. Ce travail a mis en
évidence des structures terpéniques et cétoniqésenies sur les implants. Ces impuretés
ont été attribuées a des impuretés de fabricamnoutre, en fin de polymérisation, des
solvants sont utilisés pour extraire le maximummghuretés de synthese et de monomeéres
résiduels. L'auteure n'a cependant pas mis en geagele phénomenes de dégradation du
copolymére pour justifier 'apparition des composksniques identifié<®.

Seisset al, ont évalué le métabolisme de plusieurs monondeesylate dont 'THEMA. Les
acrylates subissent principalement deux voies dabo#sation. La premiére est la voie des
valines transformant le méthacrylate en pyruvateretCQ. La seconde voie permet de
métaboliser le méthacrylate en époxyde. Plusieaissvsecondaires de métabolisation sont
décrites dont certaines liées aux cytochromes R@Y¥P1A2, CYP2A6, CYP2B6Y*%° Le
cytochrome P450 2E1 possederait également un ndde gians le métabolisme des époxydes
issus de la métabolisation des acryfteLes premiers travaux concernant la toxicité des
acrylates ont montrés que les produits de dégmadate méthacrylates possédent un effet
mutagéne sur les brins d’ABR{. Il existe une relation entre la structure deglates et leur
toxicité. La toxicité dépend également de I'élecégativité de la molécule. En effet, les
acrylates sont plus électronégatifs que les méjleies ce qui leur confere une toxicité
supérieure. En outre, il existe une corrélatiorrectd réactivité des monomeéres avec les
groupes sulfhydrile du glutathion et la toxiéfté

De plus, il a été démontré que I'HEMA, le MA et diees acrylates possedent une action
d’'inducteur sur I'expression du géene Gstal. L’eéist supérieur pour ’THEMA qu’il ne I'est
pour le MA, ce qui est corrélé a leur cytotoxicit@. difference semble étre explicable par les
structures chimiques et I'électronégativité progresonomeres®2%°

Yoshii E a montré l'importance de la toxicité desryéates au regard de celle des
méthacrylates pour des chaines alkyles équivalelndegroupement hydroxyle et la lipophilie
des composés augmentent la toxicité de I'acrylaepénétration cellulaire diminue avec la
longueur des chaines alkyles alors que la toxaitgmente. Cet auteur a également démontré
le lien direct entre la cytotoxicité et la longueles chaines alkyles des acrylates. A l'inverse,
les chaines alkyles courtes des méthacrylates Issnplus toxiques®. Les produits de
dégradation relargués a partir du PMMA, utiliséglbes protheses osseuses, ont démontré un

effet pro-inflammatoire d0 a I'activation de voiesracellulaires dont celle de la NB et des
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MAP kinases. Ces résultats indiquent qu’'un passagecellulaire des CFMM relargués des
implants est possible de méme qu'un effet sur iVatbn de voies de signalisation
intracellulaires. Ce mécanisme est d’autant plassemblable que les CFMM comportent des
carbones asymétriques impliqués dans la toxicité derylate®°?®! Les résultats de
Yamanakaet al, indiquent que la réponse cellulaire aux pardsutle PMMA n’est pas
destructive mais qu’elle implique une activationlaeéponse cellulaire par ubiquitinatf6h

Ce résultat pourrait expliquer I'absence de cytoitkk des CFMM et 'augmentation sensible
de la viabilité cellulaire en contact avec les sohs de vieillissement que nous avons testées.
Les résultats obtenus en RP-HPLC indiquent qu’'uaedg partie des CFMM relargués sont
des fragments de chaines alkyles de 'TEGPEA ass@cién noyau aromatique. La présence
de fonction carboxyle sur la structure des CFMMpea pu étre prouvée mais reste plausible
aux vues des mécanismes de scission de chainealdatée copolyméres en acrylates
notamment pour 'EGPEA. Ni la toxicocinétique desyéates ni celle des CFMM n’ont, a ce
jour, été décrites dans la littérature scientifiqgues CFMM peuvent étre éliminés par le
renouvellement de 'humeur aqueuse, pénétrer damgeéllules épithéliales résiduelles ou
encore franchir la capsule du cristallin pour pasgis@s I'humeur vitrée. La polarité ainsi que
la faible masse présumée des CFMM, aux vues dgwi¢igs rétentives obtenues par RP-
HPLC, suggeérent leur capacité a pénétrer dans yawndes cellules épithéliales A et E de
cristallin.

L’action intracellulaire potentielle des CFMM a éé&¥aluée au travers de l'impact de
'EGPEA sur la production de fibronectine. Selodrgdet al, la survenue de la PCO, et plus
généralement la transdifférenciation épithélio-mébgmateuse, modifie la matrice
extracellulairé®. Quelque soit la voie intracellulaire citée damsphysiopathologie de la
cataracte, la fibronectine est exprimée en quastipErieure dans la matrice extracellulaire.
Plusieurs équipes ont utilisé la fibronectine commaqueur de 'lEMT au méme titre que
SMA, la vitronectine ou d’autres messagers intlatated®>1188190.239.249-251

La lignée cellulaire, que nous avons sélectionréggit au stimulus du TGE2 qui est connu
pour induire la voie de transdifférenciation épiitrénésanchymateus?®.

L’effet observé, par I'ajout croissant d’'EGPEA, gage une diminution de la production de
fibronectine pour des concentrations non cytotosggqul’action sur la production de
fibronectine serait liée a une action intracellal'action de 'TEGPEA ne peut toutefois pas
étre directement transposée aux CFMM. Il est ertaffipossible de déterminer l'effet
potentiel des CFMM dont la cinétique de libérateird’élimination ne sont pas connues. De

plus, les CFMM n’ont pas pu étre quantifiés. L'alxse de cette information complique

171



d’autant la transposition des résultats de 'EGRiA CFMM. Cependant, il est impossible a
ce stade d’exclure une toxicité intracellulaire @=MM, laquelle se manifesterait par une
action directe ou indirecte sur les voies de sigatibn.

La biocompatibilité des implants intraoculaires @galement définie par leur interaction avec
les cellules épithéliales résiduelles de cristadliravec la capsule du cristallin. Cette seconde
interaction joue notamment un réle central danpri&vention de la PCO. De nombreuses
publications scientifiques étudient cette inte@ttiYamakawaet al, ont conclu que les
implants intraoculaires avec une surface lissegot@gent une meilleure biocompatibilité. De
fait, 'adhésion cellulaire est réduite sur lesfaces lisses. Cependant, la morphologie
cellulaire n’est pas différente entre les surfdisses et les surfaces ruguedses

L’adhésion cellulaire sur I'implant est corréléedaux facteurs principaux de l'état de
surface :

* D’une part les propriétés chimiques. L'adhésiotagtrolifération cellulaire sont plus
importantes sur la surface des implants en acs/laydrophobes qu’elle ne le sont sur
celle des implants en silicof€”. Cette relation entre I'état de surface et l'aihrés
cellulaire a été confirméa vivo par la mesure de l'incidence de la PCO. Elle kst p
faible pour les acrylates hydrophobes que lesosit€*.

« D’autre part, la rugosité Ra obtenue aprés polessgmatériau brut limite I'adhésion
cellulaire**2%2

Comme 'ont démontré les travaux de Linnetaal, 'adhésion des cellules sur I'implant est
facilité par I'adhésion protéique, notamment la rditectiné® 221931919 | 'adhésion
protéique, quantitativement et qualitativement liéstaux propriétés chimiques de surfate
Par exemple, I'hydrophilie du polyéthylene oxydeite, selon la longueur des chaines de
polyéthyléne, I'adhésion protéicfiié

Les différences de biocompatibilité observées en&dains implants peuvent s’expliquer
autant par les propriétés chimiques de surface pare la rugosité. Plusieurs travaux
scientifiques ont décrit les différences de rugssinitiales des implants. Les écarts observes
sont expliqués par les procédés de fabrication (@gey rugosité). Les écarts de rugosité sur
les implants explantés sont imputés aux séquebegrges lors de linjection de l'implant
dans I'ceil ainsi qu’aux phénomeénes de vieillissementurel&1>42°4:283.284

Selon nos travaux, les implants enVISTAeufs ont une rugosité faible et homogéne au sein
d’'un méme lot d'implants. Il apparait que la rug@sit le profil de surface varient en fonction
des conditions de vieillissement. L'analyse par ABMn implant proche de sa date limite
d’utilisation a démontré une diminution de la rugpRa. Cet implant n’avait subi que
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I'action de I'hydrolyse dans son conditionnementnaire. Toutefois, n’ayant pu conduire
I'analyse sur plusieurs implants du méme lot, & pas été possible de déterminer l'origine de
la différence.

Les modifications observées lors du vieillissementificiel des implant enVISTA
s’apparentent & une restructuration de la surfésible par I'apparition de pics fins et hauts,
de sillons et de dépressions plus profondes.

Dogruet al, ont analysé la surface d'implants en acrylatgrdphobes AcrysSfaprés leur
explantation. Leurs travaux confirment laugmermtatde la rugosité moyenne accompagneées
de dépressions sur I'ensemble de la surface lorsvidillissement naturél®. Leurs
observations concordent avec les nétres, notambaegimentation du paramétre Rmin faites
sur les implants enVISTA aprés vieillissemenin vitro par photo-oxydation combinée a
I'hydrolyse. L’étude de Dogriet al, ne fait toutefois pas de lien entre I'apparitidaes
dépressions de surface et le vieillissement dumpetg. De méme l'adhésion protéique de
surface n’est pas étudiée.

Mukherjeeet al, ont évalué la rugosité de surface de plusieumants explantés au cours de
quatre années en y corrélant le taux de PCO. Lieavaux ont démontré qu’il existe des
difféerences de profil de rugosité entre les imaselon le copolymére constitutif. Les
implants strictement hydrophobes ont un profil dgosité fait de cratéres sans présence de
pics. Les implants hydrophiles en PHEMA sont ladssa présenter une surface parsemeée de
pics importants suivis de dépressions. Cette streatst semblable a celles que nous avons
imagées sur la surface des implants enVISBA cours de la photo-oxydation combinée a
I'hydrolyse. Cette similitude prouve la présence BEEMA en surface des implants
enVISTA® ainsi que la modification de son expression aurtedas implants neufs.

Des modifications de la surface de copolymeregnséds conditions de vieillissement et
selon le milieu de contact, ont déja été décrilesNeugebauer a démontré que les
copolymeéres de polyacrylates-co-polystyrenes epalgacrylates-co-PEO placés en milieu
aqueux forment des micelles orientant les moléchigdrophobes, a savoir les chaines
acrylates et styréniques, vers le centre. Les ekatle PEO sont orientées vers la phase
aqueus®&®. De méme, les travaux de Ishizateal, démontrent que la surface du copolymére
de styréne-co-polyEGDM évolue également selon tepr@tés du milieu environnant. A
I'air, les chaines de polystyréne occupent la gtasalité de la surface. Lors de I'immersion
en milieu aqueux, les chaines se réarrangent pdarnaliser les chaines des Poly-EGDM
hydrophileg®®.
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Selon les travaux de Coket al, le PHEMA associé aux chaines de polyéthyleneoyly
confére aux surfaces des propriétés de biocomfigispécifiqué®#** En outre, le PHEMA

et le greffage de PEG a la surface de matériauxopymbes limitent I'adhésion protéique et
cellulaire selon la valeur de la température deddigion critique lpwer critical solution
temperatureou LCST). Aux températures inférieures a la LC8ddhésion protéique et
cellulaire est limitée. L'effet s’inverse lorsqua température du milieu dépasse celle du
LCST. Le PEG diminue I'hydrophobicité. L’'ajout deogpement hydrophobe en surface
diminue l'effet du PEG par déplacement de la LC®fswles températures inférieures. Par
conséquent, les auteurs ont démontré que la LCBdirestement corrélée au taux de PEG
greffé en surface des matériatix

Dans le cas des implants intraoculaires enVIZTA légére augmentation de I'adhésion de
fibronectine en surface, observée lors du viediissent par photo-oxydation combinée a
I'hydrolyse, peut étre reliée a ce phénomene. @seljue soient les conditions de
vieillissement, nous avons constaté que les chdatésales de 'EGPEA se scindent au
niveau des groupements d’éthyléne glycol. La peet®EG induit de fait une diminution de
I'hydrophilie de surface et un déplacement de lewade LCST. Cette modification de la
chimie de surface permet une adhésion plus imperi@des protéines. Toutefois, la différence
d’adhésion de fibronectine en surface des implamdlis n'apparait pas comme étant
statistiqguement significative. Ce résultat peutimgsférentes explications.

D’une part, Cheongt al., ont démontré que les CFMM peuvent se lier aairas alkyles du
copolymére par la formation de liaisons faiblesréassemblage de chaines hydrophiles avec
des CFMM hydrophobes est facilité dans des mili@atins tels que le milieu de
vieillissement artificiel que nous avons sélectié&mih L’hydrophobie de la surface n'est
toutefois pas compatible avec le milieu de conthat.mobilité des chaines de polymere,
permise par la température du milieu, facilite f&ralisation des groupements
hydrophile$?®#2%#*? Cela corrobore les résultats que nous avons ebten AFM, selon
lesquels le PHEMA est externalisé au cours de tagebxydation combinée a I'hydrolyse.
Selon le méme principe, les chaines de polyéthyigymol doivent également étre orientées
vers le milieu aqueux. Ce réarrangement de surtaceours du vieillissement, expliquerait
d’une part la faible variation du taux d’adhésianla fibronectine mais également l'allure des
cinétiques de relargage des CFMM. Le réarrangedesthaines, apres photo-oxydation des
chaines orientées vers I'extérieur, faciliteraitdiargage des CFMM piégés dans les couches
superficielles de I'implant et offrirait de nouveasubstrats a la photo-oxydation. Ces deux

mécanismes expliqueraient l'alternance de paliededibération rapide de CFMM mis en
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évidence lors de la photo-oxydation combinée adtblyse. Selon les travaux de D'shall,
I'adsorption protéique sur une surface de polystyrést améliorée par le greffage de PEG.
Le vieilissement de ces chaines pourrait expligesr variations du taux de fibronectine
observées. Cependant, il apparait peu vraisembtpi#ele vieillissement en milieu aqueux

bY

aboutisse a une proportion supérieure de motifsémsijues exprimés en surface de
limplant?3>2%

De plus, selon les travaux de Eial, qui ont porté sur le comportement d’un copolyende
PEGMEMA-PPGMEA-EGDM, les hydrogels, dont le PHEM#uybissent une réticulation a
37°C en fonction de lirradiance totale percuenipiortance de la réticulation dépend du taux
de PEGMEMA et d’'EGDM™. Or, plus le PHEMA est réticulé, plus sa capadig
gonflement par hydratation est faible. Cette maodifion diminue sa capacité a lier des
protéines telle que la fibronetifté

Les résultats des premieres pertes de masse, sl#andTG, nous ont permis de démontrer
que la répartition des polymeres, dont le PHEMAesh’' pas homogéne au sein du
copolymere.

Ainsi, limportance de la modification de la surégacet la capacité de réarrangement
dépendent directement de la disponibilité de clsalt¢EMA et PEG présentes.

Par conséquent, la variation du taux de fibronectidhérente en surface des implants est la
résultante d’'un mécanisme complexe de réarrangsnentle scissions de chaines. Les
structures PEG scindées permettraient une extsatiain des chaines de PHEMA. La vitesse
de réarrangement des chaines en surface variartonetion de la répartition du PHEMA et
de I'encombrement stérique. Ainsi, au cours dullissement, I'hétérogénéité de surface
s’amplifierait alternant des zones plus hydrophikds d’autres plus hydrophobes. Ces
différences de cinétiques du réarrangement derfacguexpliqueraient également, en partie,
I'hétérogénéité de l'intensité du relargage quesnavons observée en RP-HPLC pour des
implants, d’'un méme lot, exposés aux mémes comditite vieillissement.

La théorie du sandwich développée par Linnola placdibronectine au centre entre la
capsule et I'implant. L’affinité entre I'implantalfibronectine et les cellules résiduelles de
cristallin est donc tres importante dans la phyaoplogie de la PCO. Le motif RDG
(arginine — glycine — acide aspartique) est ceduilpquel les cellules épithéliales de cristallin
se fixent, via les intégrineBl, a la matrice extracellulaire. Il est d’ailleudémontré que
linhibition de cette liaison réduit I'incidence ¢ PCG**%®’

Briz et al, ont établi le lien entre les groupements fomoigls exprimés en surface et

'adhésion de la fibronectine. Selon leurs travalax,mobilité du groupe carboxyle des
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acrylates influence I'adhésion protéique. Dans rnesthacrylates, le groupe carboxyle est
moins mobile du fait du méthyle ce qui diminue Kadion de la fibronectine. L'effet est
avéré pour les groupements RGD et « FNIIl 7-10 »laddibronectine dont I'adsorption
augmentent en fonction du taux d'alkyles acrylateprimés en surfake Ainsi,
l'augmentation de I'adhésion de la fibronectineserface n’est pas liée aux pics de PHEMA
gue nous avons observés en AFM. Le méthyle du PHENEMéliore pas I'adhésion
protéiqgue. De méme, le maintien de la fonction rylétrau cours de la réticulation du
PHEMA fait que sa capacité a lier la fibronectine varierait pas. Ainsi, 'augmentation
faible de I'adhésion de fibronectine que nous avaliservée ne peut étre due qu’aux motifs
alkyles présents en surface. Ces chaines alkytésceties de 'EGPEA et de 'EGDM. Lors
des phénoménes de vieillissement, les chainesalieééde ces polymeres se scindent et
perdent de leur hydrophilie, ce qui par conséquamgmente leur capacité a lier la
fibronectine. Selon Eldreet al, la survenue de la PCO, et plus généralementTEModifie

la matrice extracellulaire. La fibronectine et ld@ranectine sont exprimées en quantité
supérieure. Le nombre de domaine RDG de la fibtomeest directement lié au risque de
PCO. En effet, 'adhésion des cellules épithélialesristallin par le motif RDG induit une
augmentation de [I'expression de-SMA. Cette protéine est impliguée dans la

physiopathologie de 'EM®250:288.289

La quantification de l'adhésion cellulaire n'a pas étre réalisée au cours de ce travail.
Cependant, selon les observations de Btsal, du fait de I'existance d’une relation entre les
PEG, I'hydrophilie des surfaces et l'adhésion dalte sur des surfaces en PMMA,
I'adhésion des cellules épithéliales de cristalivrait également augmenter en fonction de la
photo-oxydation combinée a I'hydroly§a?®>2%02%1 g effet, les travaux de Bozukoeaal,
ainsi que ceux de Yest al, démontrent que l'adhésion cellulaire est fa@lifgour les
matériaux présentant des propriétés de surface iphilgs au regard de ceux strictement
hydrophobes ou hydrophiles. Leurs travaux ne peétisependant pas le degré d’'importance
de 'homogénéité des copolyméres mixte dans laobipatibilité®

Selon les travaux de Folkman al, la concentration de PHEMA modifie les caracteyiges
morphologiques des cellules adhérentes & la s@rfadmmbello et al, ont confirmé ce
résultat pour des cellules Vero dont I'adhésionrédtite sur des surfaces en PHEMA ou
PHEMA-poly(MMA-co-AA). Cependant, ces auteurs ortiservé que quelques cellules

parviennent a adhérer. Leur morphologie differeceile habituellement observée pour des
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cellules Vero adhérentéd?®** De plus, selon les mémes auteurs, I'adhésiorfibleblastes
est directement associée & la densité de chargeiveégxprimée en surface des subsitats
Versuraet al, ont démontré que I'adhésion cellulaire en s@fde lentilles intraoculaires
évoluent dans le temps. L'adhésion augmente aveanips de contact pour les implants en
PMMA alors qu’elle diminue pour ceux en PHEMA, silne ou PMMA-Héparine. La
cinétique réalisée par ces auteurs montre queeleses ayant adhérées au PHEMA & 18™4
heure prennent une morphologie ronde & f'7Zelles dont la morphologie étaient étirée a
la 2£™heure semblent ne pas survivre a un contact pheg*f.

Pintwalaet al, ont évalué la biocompatibilité uvéale du PHEMA@mparaison de celle du
PMMA dans un modéle in vitro de cocultures de ¢edliépithéliales de cristallin (HLE-B3)
et de macrophages THP-1. Leurs observations pemette conclure que la coculture
modifie significativement le comportement celluéagur le copolymére en comparaison de la
monoculture de cellules de cristallin. L’adhésias anacrophages sur le copolymére differe.
L’adhésion au PHEMA est rapide dés la mise en cbntaependant, dés Ieé"?jour de
culture les macrophages ne sont plus présentsriEtaswu polymere. A l'inverse, I'adhésion
des macrophages sur le PMMA augmente avec le tebgss le cas du PHEMA, malgré
'absence d’'adhérence, les macrophages sont acativéles microparticules marquées de
CD45 et CD54 apparaissent. Ces marqueurs sontgo@didans I'adhésion cellulaire. Ces
résultats montrent d’'une part I'effet répulsif dHEMA vis a vis de I'adhésion cellulaire et
d’autre part la modification de la biocompatibilii@prés contact avec les éléments
biologiques. Au contact du PHEMA, les macrophagasservent leur capacité d’adhésion
aux autres surfaces proches, dépourvues de PHEMIK, adlles couvertes de fibronectine.
Les macrophages activés induisent alors la prooluatie facteurs oxydants (ROS/RNS)
lesquels agissent sur les cellules épithélialesrdéallin en augmentant leur expression-d’
SMA?*®. Ainsi, selon les observations de Pintwetaal, les modifications de surface des
implants enVISTA, que nous avons mises en évidence au cours deota-pxydation, en
particulier les pics de PHEMA, constitueraient usgque de PCO particulierement en cas
d’'uvéite. En effet, lors d’une inflammation intradaire, les pics PHEMA constitueraient des
zones de la surface de I'implant propices a I'atton des macrophages. Les macrophages
activés, a défaut de pouvoir adhérer aux « zondsM#» de la surface, pourraient se lier
aux surfaces acrylates hydrophobes voisines denpiepriétés sont proches de celles du
PMMA. L’activation des macrophages en surface pastibn du PHEMA voisin induirait
alors un risque de transdifférenciation épithéliésenchymateuse des cellules épithéliales de

cristallin présentes en surface et aux abordsimelant.

177



L’ensemble de nos résultats ainsi que les obsenaties travaux scientifiques décrits sont
liés a des études vitro. La transposition des résultats ida vitro al'in vivo est délicate
notamment dans le contexte intraoculaire. En efimb, considérant les variations
interindividuelles de I'effet filtre anti-UV de la&l, de la composition de 'humeur aqueuse,
notamment des ions métalliques et du taux d’oxygdmd’'ceil, les polyacrylates peuvent
vieillir différemment selon les patiedf4 Cette multiplicit¢ de schémas de vieillissement
s’élargit encore en ajoutant les différences d’épgi de vie et les comorbidités des
patient$®®. Cependant, un grand nombre de phénoménes observém en clinique sont
attribuables au vieillissement des copolymeresanpttent de confirmer la pertinence de nos
observationsn vitro dans la prédiction du vieillissementvivo.

Bozukovaet al, ont démontré l'effet bénéfique du greffage daichs de polyéthylene
glycol, sur la surface d’'implants en PMMA et en & pour réguler I'adhésion protéique
et la prolifération cellulairé’?*® Cependant, I'effet sur la PCO ne semble étretigumsitoire.

En effet, I'évaluatiorin vivo menée chez le lapin par Legal, montre que le taux de PCO
n'est plus différent apres 6 semaines d’implantatidu regard des résultats obtenus et de la
stabilité des PEG a I'hydrolyse combinée a la ptodtydation, la perte de I'effet du greffage,
observée par Leet al, pourrait étre la conséquence d'une perte duagefsimilaire a la
scission des chaines de PEG de 'EGPEA que nows\assin vitro pour le copolymere d’
enVISTA®®,

Il existe peu d'études évaluant des lentilles btdaires explantées prouvant le
vieillissement des copolyméres. Cependant, le egling, observéin vivo, est une
conséquence du vieillissement des copolymereshéagmene a été décrit pour la premiere
fois en 1985, les vacuoles sont retrouvées pow lEsiimplants dans la premiére année post-
implantation. Les implants en acrylates hydrophahegabricant Alcofi sont associés a une
incidence plus forte. Le type de copolymere etrec@dé de fabrication sont directement
associé au vieillissement de I'implatit=%%°

Au cours du vieillissement, le réarrangement ddgnpéres permet la formation de cavités
ellipsoides. Elles sont également observées lorBhgdrolyse de résines acrylique$*®>
Historiquement le glistening était attribué auxia@ons de température de I'implant et de
'humeur aqueuse. Saylogt al, ont proposé la théorie selon laquelle le glistgnse
produirait également a température constante. Selos travaux, les impuretés hydrophiles,
les produits de dégradation de I'implant ainsi dae éléments du milieu de contact

s’équilibrent au cours du temps par effet osmotidizediffusion du milieu de contact dans
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'implant et I'apparition des cavités osmotiquesitsconstantes pour tous les implants. Selon
les auteurs, I'échange est lent a température plogsgue mais il apparait que la diffusion du
milieu dans limplant est plus rapide que la viesde relargage des impuretés
hydrophile$>®>%>® Le phénomeéne de cavités osmotique confirme nserehtions relatives au
relargage de CFMM. Le relargage est donc la somewe dhractéristiques physiques et
chimiques des CFMM et de la sorption du milieu emwnant, dans le copolymere.
L’observation de ce phénomene en clinique appuie cunclusions selon lesquelles un
gradient de CFMM se forme dans les couches supidic de I'implant en fonction des
conditions de vieillissement. De fait, il est tig®bable que I'ensemble des phénomeéne de
relargage que nous avons identifiés, ainsi quenladifications du copolymere autant dans sa
masse qu’en surface, se produisentivo dans des conditions réelles de vieillissement. Les
observations de Saylat al, confirment également l'intérét d’utiliser une wibdn saline
isotonique comme milieu de vieillissement. Au codesnos évaluations, aucune vacuole de
glistening n'a été observée. L'implant étant hyérat4%, il nous a paru normal de ne pas
observer de vacuoles hydrophiles. Nos résultatsod&ent que malgré l'absence de
vacuoles, les phénomeénes de diffusion, dont ellewignnent, existent. Nos résultats
confirment ceux déja publiés et démontrant I'abseade vacuoles de glistening dans I'implant

enVISTA®120,274,300

Outre les publications relatives au glisteningutfes interactions entre le milieu de contact et
I'implant intraoculaire ont été décrites dans t&fhature.

Le cas le plus fréquemment publié est celui dadéagnce d’'un dépobt huileux en surface dont
l'origine est liée au procédé de fabrication et steckagé® Des interactions de type
diffusion entre les implants et les huiles de eilie ou I'amiodarone ont été
rapportées 1230 Apple et al, ont conclu leurs travaux sur l'interaction entteiile de
silicone et les implants en recommandant de lintiteitisation des matériaux incompatibles
pour les patients atteints de pathologies de lmeaébu de I'humeur vitrée. En effet,
I'intervention chirurgicale pour traiter ces paibgiles peut nécessiter I'utilisation d’huiles de
silicone™”,

Ong et al, ont analysé des explants de lentilles a baserydaes hydrophobes pour
déterminer l'origine des phénomenes de diffusioragite de la lumiére. Ce phénomene
apparait lors du vieillissement. Leurs travaux taewt a I'existence d’'un nanoglistening dans
la zone superficielle du copolymere. L’hydrolyseatypolymere hydrophobe provoque, aprés

diffusion de I'humeur aqueuse, des aberrationsnense¥”. L’analyse faite par Matsuhima
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et al, de lentilles intraoculaires disloquées a miséeitdence 'existence d'un blanchiment
dans la zone superficielle dont l'origine n’est fslogique. Le blanchiment est, selon les
auteurs, lié a la pénétration de I'hnumeur aquews® dimplant lors de son vieillissement
naturef®?

Morris et al, ont analysé 49 implants récupérés aprés expi@amtaLeurs observations
démontrent que le phénoméne de nanoglistening gi@gait dénomméight scattering
concerne tous les types d’implants et s'intensfiec le temps. Le taux de nanoglistening
varie selon les copolymeres. D’apres les auteerss en acrylates hydrophobes y sont le plus
sujet®23%3

Toutes ces études confirment I'existence de phénemd’échanges entre le copolymeére et
’humeur aqueuse. Ces échanges semblent étre Uies@nditions de vieillissement dans
I'ceil. En soit, les observations de diffusions,l@tformation des phénomenes tels que le
glistening et le nanoglistening, nous permettentaleclure que nos résultats sont en grande
partie transposabléa vivo. Au cours de leur vieillissement naturel, les impdaenVISTA?
sont sujets au vieillissement par hydrolyse et plostydation dont la conséquenicefine est

un relargage de CFMM. En outre, les modificatioaes propriétés thermiques et de la surface,
toutes deux associées au mécanisme de relargdgfeMiel, doivent se produiri vivo.

A ce jour, le manque de recul clinique chez 'Homdes implants enVISTA justifie la
faible production scientifique se rapportant awdés de performance sur la prévention de la
PCO, notamment la PCO tardive avec ce type d’intplaroutefois, les quelques
investigations publiées confirment la préventiorvivo de la PCO a court terme. Ollerteh

al., ont notamment confirmé chez le lapin la dimiontglobale de I'envahissement cellulaire
responsable de la PEH%*

Par conséquent, la transposition de nos obsergationitro vers I'in vivo ne peut pas étre
directement discutée. Toutefois, le glistening texipour tous les implants, il est donc
possible d’anticiper les risques de PCO dues audifioations des propriétés des implants
par I'analyse de la littérature.

Leydolt et al, ont étudié la relation entre le glistening ePf@a0O au travers un suivi clinique
de patients porteurs d’'implants intraoculaires erylates hydrophobes. Tous les implants
sont de forme identique (1 piéce a bords carrésaqUe patient est implanté dans les deux
yeux, selon le principe du témoin controlatéralumpéliminer le biais des comorbidités du
patient. Les deux implants testés sont produitslgmrfabricants Alcoh et Hoy&. Leurs
travaux mettent en évidence une différence sigatifre du taux de PCO entre les deux types

d’'implants laguelle ne peut étre associée qu’ae g copolymeére. Le taux de PCO est plus

180



important pour les implants HoYaA l'inverse, le taux de glistening est signifivement
supérieur pour les implants AlcBn(97% vs 0%)%. Selon les auteurs, les modifications
visibles dans la structure de I'implant (glisteningu leur absence, ne sont pas directement
corrélées a la survenue de PCO. Toutefois, ceaurane prennent pas en compte la structure
exacte du polymere et sa stabilité a la photo-oxgdaDe plus, I'évaluation n’est faite que
pour une durée de trois ans. Or, plusieurs autsousiennent que I'évaluatiom vivo des
implants intraoculaires doit étre faite sur unegiom période. En effet, selon Mukherpgteal,

les implants en hydrogel de PHEMA présentent urx tde PCO supérieur a celui des
implants en acrylate hydrophobe. La différence eaht toutefois marquée que quatre ans
aprés l'implantation. Cette différence tardive gkque par I'existence d’'une cinétiqgue de
biocompatibilit&®.

L’équipe de L. Vock a suivi une cohorte de patieptsteurs d’implants en acrylates
hydrophobes sur une longue période. Leurs conclasindiquent qu'au dela de 10 ans
d’'implantation, I'effet protecteur de I'implant, diila nature du copolymere et a ses bords
carrés, a disparu. Le taux de PCO a 10 ans ediqdera celui di aux implants en silicone a
bord rondd®. Ces travaux sont une preuve clinique de I'évolutiu copolymére lors de son
implantation et de la modification de sa biocontghté sur le point spécifique de la cohésion
avec la capsule.

De la méme maniere, Lundqvistal, ont conclu a la perte de I'effet barriere deplants en
acrylate deux ans et demi apres lI'implantatiomdidence de la PCO s’accélére entre deux et
six ans aprés I'implantation puis ralentie de nau#¥

De méme, Rgnbeckt al, ont établi, au cours d'un suivi clinique de 18saqu’une
accélération de l'incidence de la PCO survenaiteequatre et cing ans apres la chirurgie.
Leurs observations font également état d'une aoétd’incidence différente selon 'implant
étudié. Les auteurs ont montré que, la PCO dépend dature des matériaux et non de la
forme de I'implant apres plusieurs années d'im@tans. Toujours selon les auteurs, l'usure
des bords carrés pourrait étre I'explication mageaux cas de PCO tardivés

Ces travaux démontrent tous que les proprietésedmétrie initiale de I'implant permettent
de prévenir la PCO uniquement durant les prem@meges post-implantation. Au dela, seule
I'interface entre I'implant et la capsule assureptavention tardive de la PCO. Il apparait
donc pleinement justifié de mener des travaux @stigations précliniques pour défirar

priori les modifications physiques chimiques et géomeégsgdes implants.
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Il apparait également que les évolutions de la R@Ourt, moyen et long terme peuvent étre
le reflet des variations de propriétés de surfatdien avec le vieillissemernt situ du
copolymérg83184

Aujourd’hui la prévention primaire de la PCO s« taiéce a I'effet barriére du bord carré des
implants sur la progression des cellules épitresiaiésiduelles de cristallin le long de la
capsulé®®!® Nishi O et al, ont démontré que la forme de I'mplant étaitidéent
prépondérant dans la prévention de la PCGette étude mende vivo chez le lapin n'a
cependant portée que sur des implants neufs. Griragaux et les observations cliniques
publiées démontrent que le vieilissement du capeéle survient sur une plus longue
période. L’effet barriére est fortement dépendantialliaison entre la capsule et I'implant.
Celle-ci peut varier en fonction des modificatiodes propriétés de surface lors de la
restructuration des chaines du copolymere.

Chaque copolymeére ne présente pas le méme eftecpror vis a vis de la PCO. Les travaux
de Morgan-Warren P. ont comparé l'incidence de@®ORa deux ans pour trois implants de
forme identigue mais de copolymeéres différents. t&sultats confirment I'influence du
copolymeére et de la géométrie exacte du bord ckamé la survenue de la PEO

La prévention de la PCO varie également selondeactéristiques individuelles des patients.
Les caractéristiques biochimiques et de prolifératles cellules épithéliales résiduelles sont
propres & chaque patiéht’> Ainsi, les propriétés de I'implant et la biologizacte de la
capsule du cristallin des patients vont fortemafiuencer le risque de formation de la PCO.
Le facteur majeur est la capacité d’adhésion daplant a la capsule et des cellules a
limplant®’. La théorie du sandwich développée par Linnelaal, place I'adhésion de
'implant & la capsule au centre de la préventiedadPCO. Zhu Xt al, ont démontré que
'adhésion n’'est pas systématique pour tous legemat L'inadhésion concerne 41% des
patients a J1 et encore 7% des patients deux moés da chirurgie. L'inadhésion initiale
perdure et s’accentue pour certains patients. Lésues ont conclu que, pour prévenir la
PCO, l'affinité entre I'implant et la capsule semait plus importante que ne le serait
I'adéquation entre la forme de la capsule du dlistat celle de Iimplant®® Ces travaux
mettent en avant I'importance des caractéristiquiesiologiques du patient, notamment la
composition de la matrice extracellulaire de I'ceigns la biocompatibilité des lentilles
intraoculaires. Les variations de surface des intplaliées a la variabilité du procédé de
polymérisation, peuvent également expliquer leig#ies ou moins long d’interaction entre la
capsule et Implant. Aux variabilités individuetledécrites par ces auteurs, nos travaux

démontrent que les implants neufs possédent deésbiliés notables. Les écarts initiaux
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entre chaque implant s’amplifient en fonction desditions de vieillissement. L’association
de tous ces facteurs de variabilité peut en paxiquer les cas de PCO tres précoces, les
cas tardifs mais également I'absence de PCO pataice patients plusieurs années apres la
chirurgiet"®-38

Outre les variations intrinseques et extrinsequassdvieillissement des implants, les
comorbidités des patients, notamment linflammatigouent un rbéle majeur dans la
biocompatibilité. Plusieurs études ont démontré Bjneidence de la PCO est corrélée a
'inflammation intraoculaire sous toutes ses fornfesstopératoires, uveites, syndrome de
pseudoexfoliatiorl) L'inflammation oculaire et la composition de Iimeur aqueuse
augmentent la prévalence et lintensité du glistgli?*'® Au regard des mécanismes
intrinséques corrélant les phénomenes de vieithese des implants et le glistening, il est
supposable que I'inflammation accélere le vieiisent des copolymeres d’acrylates.

Outre le taux de glistening, l'adhésion cellulagae surface des implants en acrylates
hydrophobes est également supérieure chez lesnpsatiteints d’uvéites chroniqdés
Cependant, de toutes les inflammations chroniquésdiées, le syndrome de
pseudoexfoliation est la pathologie inflammatoaelus souvent associée aux complications
sur les lentilles intraoculaires (glistening, desition et PCO).

Les dislocations d’'implants intraoculaires sonsthi@&es a la présence d’une inflammation
chronique et a un antécédent de vitrectomie. EHiggiennent en moyenne huit a dix ans
aprés l'implantatiofr®*°”*%® En outre, ces travaux scientifiques suggérent’miemmation

et le stress oxydant accélérent le vieillissemantcdpolymére avec une augmentation de
toutes les complications dont la dislocation duatgmere. L'action du stress oxydant sur la
cinétique de vieillissement de I'implant n'a pa® évaluée. Toutefois, plusieurs de nos
observations indiquent que l'effet de l'inflammatiserait synergique avec celui de la photo-
oxydation. En effet, toute réaction inflammatoitgymente la température des tissus toucheés.
L’hydrolyse des chaines alkyles et éthylene gly@rvisserait accrue tout comme lors d’'une
surexposition de lI'implant a la température lorsI’'dgdrolyse forcée. Le lien observé entre
linflammation chronique, le glistening et la diskiion suggere que linflammation
chronique accélérerait le vieillissement de I'immplaenVISTA®. De plus, les segments
PHEMA, qui s’extériorisent lors des mécanismes igdligsement de I'implant, sont connus
pour induire une réaction inflammatoire ainsi q@waugmentation du taux de PCO. De fait,
il existe un risque que, au cours de l'implantatites patients atteints d’inflammations
chroniques puissent présenter un taux de PCO swpéouin fine une dislocation de

I'implant. Par conséquent, d’ici a I'obtention d'wacul clinique suffisant ces implants ne
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devraient pas étre implantés chez des patientstattde comorbidités inflammatoires. Le
recul cliniqgue des implants enVISTAn'est & ce jour que de cing ans. Il n’est donc pas
possible de détermine la tolérance des implantg & patients atteints d’inflammations
chroniques.

Selon les normes ISO, les conditions de vieillisseinpar photo-oxydation permettent de
mimer deux ans de vieillissement naturel De fait,cbnfirmation de nos résultats, par
I'observation du vieillissement intraoculaire nauchez 'Homme, ne pourra étre effectuée
qgu'en 2017. En effet, les implants utilisés ontupda plupart, été produits en 2014 et
vraisemblablement implantés en 2015. De plus,dtediu vieillissement réel, sur I'incidence
des PCO tardives, ne pourra pas étre évalué a0aetsdit cing ans aprés I'implantation.
Actuellement peu d’études ont discuté lintérét bmiter ['utilisation des implants
intraoculaires en fonction des comorbidités degpdsi. Appleet al, ont proposé de limiter
I'utilisation d'implants en silicone chez les patie sujets a une intervention pour vitrectomie.
Braga-Meleet al, ont proposé de recenser les situations pathmplegi pour lesquels les
implants multifocaux sont indiqués et les situadigrathologiques pour lesquelles ils ne le
sont pas™t '3 |l s'agit la des trés rares publications disctitéindication d’un implant en

fonction du patient.
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Conclusions

Ce travail a permis de définir une nouvelle strieajanalyse confondante, transversale et
multiparamétrique permettant de mettre en éviddesemécanismes de vieillissement des

lentilles intraoculaires.

Nous avons démontré la sensibilité des implantsI®fiX® & I'hydrolyse et & la photo-
oxydation. Les modifications s’observent au nivdas propriétés thermodynamiques et de la
biocompatibilité des implants. Les conditions deillissement induisent une scission rapide
des chaines latérales du copolymeére. Les entié&esrdiffusent au travers du polymére. Les
moins polaires, et celles de masses moléculaieeplles grandes, réagissent entre elles ou
avec le polymére. Ces phénomenes forment progesesit un gradient de composés
néoformés dans la partie superficielle de I'impldmts composés de faible masse moléculaire
relargués dans le milieu sont stables a la phoyolation. L’'absence de toxicité de ces
composeés n'est pas démontrée d’autant que les maaemdont ils dérivent, possedent un
profil de toxicité intracellulaire agissant sur lgsopriétés biochimiques des cellules
épithéliales de cristallin. Le gradient de concatiin des CFMM modifie également I'état de
surface. Par une succession de phénomenes deoscdssichaines et de réarrangements
moléculaires, des structures hydrophiles s’expringenmaniére hétérogene a la surface des
implants. Parmi elles, les chaines de poly-HEMAaapssent comme les plus a risque dans
la modification de la biocompatibilité. Le risqueparait d’autant plus important que la
modification de la surface semble commencer pap&ties les plus fines des implants, a
savoir les bords carrés dont le réle dans la ptéwede I'opacification capsulaire postérieure
fait consensus. Les surfaces de poly-HEMA sont gesnpour induire un risque
supplémentaire d’opacification capsulaire postédeDe plus, le poly-HEMA présente un
caractére pro-inflammatoire et un effet répulsg @ vis de I'adhésion protéique, lesquels
augmentent le risque d’opacification capsulaires @ernieres observations interrogent sur le
risque de l'utilisation des implants enVISTAchez des patients atteints de comorbidités

inflammatoires chroniques telle que l'uvéite.
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Notre travail a également mis en évidence la vdit@lies propriétés initiales des implants
intraoculaires qui implique une variabilité de laétique de leur processus de vieillissement.
Le copolymére utilisé dans limplant enVISTAsubit d’avantage de restructuration de
chaines lors d’'une hydrolyse forcée au regard lugliblyse combinée a la photo-oxydation.
L’alternance entre I'exposition UV et I'absence )dlesition (alternance jour/nuit) va

pondérer la vitesse du mécanisme de vieillissemerdimplant et pourra, a terme, expliquer

la survenue de complications chez certains patientfonction de leur hygiéne de vie.

D’'une maniere plus générale, les résultats de nwaeail confirment la nécessité de
développer une approche préclinique transversalktipaamétrique et confondante dans
I'évaluation des dispositifs médicaux implantabl€elle-ci doit porter sur des éléments
spécifiques de sécurité et de biocompatibilité gmewenir la survenue de complications lors
de leur utilisation en phase clinique chez deseptdi atteints de comorbidités. Cependant,
I'évaluation scientifique de dispositifs médicaexiseurte a de nombreuses limites.

La premiere concerne le milieu de vieillissementifiaielle pour I'évaluationin vitro.
Comme l'ont montré nos travaux, [lutilisation d'umilieu physiologique s’avére
indispensable pour respecter les mécanismes d’gebamtre le milieu et I'implant par effet
osmotique. Toutefois, tous les composants biolaggadiintéréts ne peuvent pas y figurer en
raison de leur manque de stabilité nécessaire pouwnrir l'intégralité du temps de
vieillissement. Dans I'exemple des lentilles intalaires, l'utilisation de I'acide ascorbique
n'a pas pu étre mise en ceuvre du fait de sa vitBesgdation élevée. Nous avons priorisé un
volume de solution de vieillissement faible qui saaupermis de détecter le phénomeéne de
relargage de CFMM. La photolabilité de l'acide abtgue aurait nécessité un
renouvellement continu de la solution de vieillieemt. Cette démarche aurait nécessité un
volume totale important, ce qui n’était pas envesdile dans la mesure ou les composeés de
faible masse moléculaire relargués sont de striattirde stabilité inconnue. En outre, les
éléments composants un milieu de vieillissemenificil doivent étre basés sur un
compromis entre leur role dans les mécanismesailéissement et leur stabilite.

Outre les conditions de vieillissement, I'étuderdaispositif médical démarre elle-méme par
la sélection de méthodes discriminantes pour la rais évidence des propriétés et de leurs
évolutions au cours du vieillissement. Dans ledssimplants intraoculaires enVISTAes
méthodes analytiques de détermination des propriéErmodynamiques ont conduit a des
informations complémentaires. L'ATG a été plus iperite pour cerner au mieux I'ensemble

des restructurations de CFMM et les variations 'daul de plastification. Les signes de
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vieillissement des matériaux, notamment la détemtion de la genese des CFMM,
nécessitent le choix d’'une méthode analytique bnsit résolutive. La méthode RP-HPLC
couplée a un détecteur a barrette de diodes qus mwans développée est, a notre
connaissance, la premiere ayant permis le dosagmgotant de monomeéres constitutifs d’un
implant et la détection de leurs produits de déafiad.

Le choix du milieu de vieillissement, et des outisalytiques les plus adaptés, peut-étre
biaisé par le manque de connaissance de la congpositacte du dispositif médical. En effet,
la composition qualitative en monomeres et en ddditest pas toujours accessible. Quand
bien méme celle-ci est connue, les propriétésniségues d’'un copolymére vont fortement
varier selon les protocoles de synthése et de cltimn. De fait, en I'absence de la
composition exacte d’un dispositif médical, toutaléation doit débuter par la caractérisation
du matériel neuf pour en déterminer les performamtenotamment les variabilités inter lots
de ses propriétés physico-chimiques. Celle-ci peupas étre suffisante et doit quelque fois
inclure l'étude de polymeres expérimentaux repriggdsr Dans nos travaux, la
caractérisation des modifications de surface atfguétablie grace aux études publiées sur des
gels de PHEMA. De méme, lidentification des CFMIglsus des matériaux n'est que
partiellement possible. Dans I'exemple des implamgISTA®, le profil spectral des CFMM

a permis d’orienter le raisonnement vers la samssies chaines de PEG de 'EGPEA. Sans
cette caractéristique, les origines des CFMM auta& aussi nombreuses que le nombre de
composants du copolymeére.

La caractérisation des dispositifs médicaux neeffgle leurs mécanismes de vieillissement,
peut également étre limitée par la taille des étiltams. Les lentilles intraoculaires ont un
diamétre moyen de 6nfrat pésent environ 15mg. Ces contraintes, auxquelgsute le colt
d’acquisition de ces dispositifs médicaux implaigab(150 a 200 euros par implant
intraoculaire), demandent une optimisation desstigations scientifiques. Dans notre étude,
chaque implant a été utilisé a de multiples étagmes minimiser les pertes. L'inconvénient
majeur de cette démarche est d’'une part, la coasenvdes implants entre deux étapes
analytiques et d’autre part, la nécessité de valeke résultats de chaque analyse avant de
passer a la suivante. La taille et le colt compeiquégalement la prise en compte de la
variabilité intra et inter lots de production dagplants. Ce dernier point explique la nécessité
d’avoir une investigation scientifique multiparangie confondante pour identifier les
mécanismes de vieillissement. De plus, l'acquisitides dispositifs médicaux pour
I’évaluation ne doit se faire, selon nous, quell@ahat de références destinées a I'utilisation

en clinique et non pas d’échantillons spécifiques.principe de précaution permet d'avoir
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une vision réelle de la variabilité des propriétéess dispositifs médicaux. Cela limite
également le risque de travailler sur des disgesitiédicaux de qualité supérieure a celle
accepteée par le fabricant en routine de produdtiduastrielle.

La composition exacte des dispositifs médicauxse lile matériaux plastiques est également
indispensable aux utilisateurs pour juger de lais&cqui leur est associée. La composition
qualitative et quantitative peut également avoir soportance, notamment dans le choix de
dispositifs médicaux contenant des substances uegidelles que les phtalates. Dans la
volonté de la commission européenne d’interdirglidation des phtalates dans les dispositifs
médicaux de pédiatrie et de perfusion, mais deuatisence d’alternatives ou de
détermination des taux exacts acceptables, un aanant a la loi du 24 décembre 2012 du
code de santé publique propose d'utiliser les tiesl contenant une concentration en
phtalate de bis (2-éthylhexyle) ou DEHP la pludbl&@ipossible. L'évaluation des taux de
relargage au cours de l'utilisation présente danintérét majeur de santé publique ainsi que
pour les utilisateurs dans leur choix de référeramerde dispositifs médicaux de perfusion. A
I'exception de ce cas, aucun cadre réglementaifigeolte fabricant a communiquer aux
utilisateurs la composition de ses dispositifs rogéa. L'information peut étre quelque fois
difficile & obtenir devant le secret industrielext brevets associés.

Enfin, de nos jours, le nombre de signalements adede matériovigilances et de retours
cliniques compliqués d’évenements indésirables mus moins graves augmente. Ces
incidents peuvent étre liés, comme dans le caslidexcations d'implants intraoculaires, aux
modifications du dispositif médical induites pass Iphénoménes de vieillissement. Les
particularités du marché des dispositifs médicatixaedurée d’implantation de certains
dispositifs nécessitent de renforcer les invesbigat précliniques. En effet, certaines
complications directement liees au vieillissement dispositif médical, telle que la
dislocation, ne surviennent qu'aprés cing ou dix afiimplantation. Le délai entre
'implantation et la complication ne permet pasjdger l'incidence réelle lors des phases
d’études cliniques. Celles-ci pouvant ne pas dépaksannée. Cependant, le recul sur les
matériaux utilisés dans d’autres applications, iaju®e la connaissance des mécanismes de
vieillissement et de la physiopathologie des cooapibns permettent de renforcer la
pertinence de I'évaluation préclinique pour repéies situations a risque pour le patient. Cela
parait d’autant plus important que certains didfesimédicaux ont un temps de
commercialisation tres court, lequel ne permet gas fabricants de financer de longues

investigations cliniques. La courte durée de consrabsation de certains dispositifs
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médicaux, liée a leur amélioration continue, readugjue les retours cliniques faits des leur
publication.

L'utilisation des implants enVISTAest un exemple transposable a 'ensemble desdili§po
meédicaux implantables. Au regard des constats cués ravons fait sur les implants
enVISTA®, tout nouvel implant devrait avoir un déploiemelinique progressif, par étape,
afin de minimiser les risques de complications gsdiées au vieillissement du copolymere.
L’évaluation préclinique de la sécurité du dispbsitievrait étre établie sur des
recommandations scientifiques actualisées regutiene. Celles-ci devraient prendre en
compte d’'une part la notion du risque telle qu'alkt développée dans les normes ISO et
d’autre part des testa vitro proposés par consensus scientifique, ciblant lesptioations
spécifiques. Ces tests devraient étre en lien EBvbmcompatibilité, associées a l'indication
et le lien d’implantation du dispositif médical. LRCO et la dislocation des implants
intraoculaires ainsi que la contracture capsulpwar les prothéses mammaires en gel de
silicone sont deux exemples parmi les dispositifédicaux implantables les plus
frequemment utilisés.

Une fois les preuves de la sécurité précliniqueoepps, les implants devraient alors étre
utilisés en phase clinique en deux temps. Chagqunpg&orrespondant a une population cible.
Dans un premier temps, tout implant nouvellementroercialisé, dont I'indication concerne
une pathologie pour laquelle le diagnostic vitaést’pas engagé et dont les implants déja
utilisés assurent de bons résultats de performande sécurité, devrait voir son utilisation
limitée aux patients sans comorbidités.

En effet, les patients atteints de comorbiditéegtequ’'une inflammation chronique, ne
devraient disposer que de dispositifs médicaux amipbles pour lesquels le recul clinique
réel est suffisant pour garantir leur sécuritérgglterme. La précaution devrait étre appliquée
jusqu’a I'obtention des données fiables des corapbos en utilisation réelle. La mise en
place de registres de suivi devrait permettre @poiotdes données fiables et des signes
d’alertes rapidement indentifiables. Apres I'obtentde données cliniques rassurantes en
utilisation réelle, non inférieures aux données a@ses dispositifs médicaux, les implants
pourraient alors avoir une indication étendue aatiepts atteints de comorbidités.

Cette derniére étape serait permise sous couvertrédaltats de tests précliniques
spécifiguement développés pour observer les eftls conditions extrémes sur les
copolymeres. Cette évaluation spécifigue devraiengre en compte les conditions
physiopathologiques ainsi qu’'une analyse transiergaultiparamétrique et confondante

comme celle décrite ici pour les implants enVISTRa définition des critéres d’acceptabilité
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devrait également faire I'objet d’'un consensus uéliorer 'identification du risque des la
phase préclinique.

Afin de répondre a I'obligation de moyens a lagaisibnt soumis les chirurgiens, ce principe
de déploiement progressif des dispositifs mediaaisarait toutefois applicable que pour les
références n'apportant pas d’'innovation thérapeetimajeure.

Une telle démarche serait en principe compatibbe d® marché des dispositifs médicaux et

I'obtention du marquage CE, lors de la premiere alahe, n’en serait de fait pas retardée.
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Annexe 1 : Structure chimique des

monomeres d’enVISTA®
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Figure 1 : Ethylene glycol phenyl ether acrylate
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Figure 2 : Ethylene glycol diméthacrylate
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Figure 3 : 2-hydroxyméthyl méthacrylate
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Figure 4 : Styrene
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Annexe 2 : Validation de la méthode

de dosage des acrylates en RELHP

RP-HPLC DETECTION AND DOSAGE METHOD FOR ACRYLICS AN
DEGRADATION PRODUCTS RELEASED FROM IMPLANTED MEDICADEVICES

Introduction

Acrylic monomers have physical and chemical properivhich explain their use in the
development of paintings, drug formulattcemd medical devicés. Acrylics are commonly
used for dental resifignd intraocular lensésResearch and development on acrylics is still
very important and leads to frequent scientific ljmation®. Reticulated degrees, monomers
proportions and additives are known to impact ayls’ physical and chemical properties
10 Stability depends on some aging conditions. Gbiaret al, described modifications on
acrylic polymers under photo-oxidatign

The acrylics’ aging is commonly described in padifions about acrylics’ made medical
devices’ aging. Dental resins aging is charactdrizg color, roughness modification and
acrylic releas&'**® From the few data available about IOLs aginggtmess modification,
surface calcification or glistening are frequerdlyoted* Lenses dislocations are described
but the mechanism remains unidentified. Accordiogkato et al., glistening could result
from polymer’s restructuration which indirectly doms the presence of an aging process in
the copolymer during tintd Those changes could lead to dislocations. Toiasgocular
lenses’ dislocations are correlated to comorbifdiggors such as auto-immune diseds¥s

FDA and European agencies recently authorized a type of I0OL. EnVISTA lenses
(Bausch & Lomb, USA) contain a copolymer of 3 aimyl(two are hydrophobic and one is
hydrophilic) mixed with styrerfe This new copolymer is unique. It is not part o af the
previously authorized intraocular lenses medicaias=". It combined both hydrophobic and
hydrophilic monomers. Those chemical propertiessangposed to decrease adverse events
like glistening and posterior capsular opacificatishile limiting aging®. However, many

previous studies have demonstrated the instalolitgtyrene and polystyrene under ultra-
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violet exposure?. Some acrylics show anti-UV properties but cao alspolymerize under
solar exposuf@?’. The stability of this copolymer is unknown. A eake of monomers,
oligomers or depolymerized compounds could be ptessiAs proven before, acrylic are
toxic. As a result, it is essential to avoid of ttedease of monomers and oligomers from
medical deviceS? Infrared methods (Raman or IRTF) and separagegrtics (RP-HPLC,
SEC or Mass spectrometry) are listed in sciengitiblications as quality controls but none of
them is validated for routine quantification of noomers and degradation prodd¢t& The
goal of the present study is to develop a robustHRRC method could be used to analysis of

acrylics, styrene monomers and low-mass releasegh@onds.

Materials and methods

Chemicals:

Mobil phase gradient is made of three HPLC-gradeests: Acetonitrile (ACN), Water and
Tetrahydrofurane (THF) all purchased from Fisher.

Seven acrylics were analyzed: Phenyl ether acryBtA), phenyl ether methacrylate
(PEMA) and 2 butanediol dimethacrylate (BD) wer¢amted from Polysciences (Germany):
Ethylene glycol phenyl ether acrylate (EGPEA), 2dkbxyethyl methacrylate (HEMA),
Ethylene glycol dimethacrylate (EGDM), and styreAd. monomers were purchased from
Sigma Aldrich Germany.

Chromatographic system:

The method is a classic Dionex HPLC by reverse @paged with a diode array detector. All
spectrums are registered with chromeleon software.

Separations are performed with an inverse phasentolKinetex 5um for 250mm

(Phenomenex United Kingdom).

Chromatographic conditions:

The mobile phase is a gradient of acetonitrile,ewvand tetrahydrofurane detailed in table 1.
Twenty microliters of each sample are injected andlyzed at 30°C for 80 minutes of a
Iml/min flow gradient. All monomers are identifibg their retention time and their 3D UV

spectrum.
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Table 1: gradient profile

Time min H20 ACN THF
0 80% 20%
45 25% 75 %
65 90 % 10 %
80 80% 20%

Calibration procedure:

All monomers are weighted at 25°C and diluted mia of ACN and saline solution (NacCl
0.9% water). After preparation each sample is réle before injection. All samples are
injected 3 times. Calibration curves are obtaingd potting average pick area versus
concentration using linear regression analysishiBagsnomer is analyzed from 0 to 10 ppm.
Synthetized copolymers:

The EnVISTA® copolymer is made of 2-HEMA 30 %, EG®PE0%, styrene 26%, EGDM
4%.

The copolymers are synthetized by radical polynagion using AIBN as initiator under
nitrogen flow for 12 hours at 60°C. Then polymers eooked for 12 hours at 95°C. Three
methanol precipitations and three deionized wateshes were done before aging the aging
process.

Aging process:

Copolymers and monomers undergo an aging procesartifigial sunlight full spectrum
exposure in a xenon arc chamber (Qsun Xe-1, Lao@anditions are 48 hours irradiation
with a power of 6.8mW/cmz2 from 300 to 400 nm at@OA negative control is made at the
same time in the xenon arc chamber but with a lgbtection made of aluminum.

Statistic:

ANOVA and t-test are performed on PRISM 5.0 sofevar

Results:

RP-HPLC method:

The present liquid chromatographic method is desgigno separate and quantify all
EnVISTA®'s monomers. It allows the identification of hydhmbic and hydrophilic acrylates
and styrene. Each of them has a maximum absorban2&8 nm and a specific retention

time. Two monomers have a second maximum absorb&@REA has its second maximum
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at 270nm and styrene at 254 inThe retention parameters and the wavelength maxin

are summarized in table 2.

Table 2: wavelength maximums

RT min A max (nm) K factor
2-HEMA 4,6 224 >2
EGDM 23 218 >2
EGPEA 24,5 270 >2
Styrene 27 254 >2

The RP-HPLC method developed shows the efficiencseparate all these monomers, with

the separation coefficient K’ higher than 2.

Table 3: method efficiency

r2 Equation of Linearity LO LOQ Recovery
calibration a=0.01 D
Y=6,2538 x + 0,07 0,23
2-HEMA 0,999 0.23 -10ppm 99,6%
0,117 ppm  ppm
Y=15,464 x + 0,01 0,09
EGDM 1,000 0.09 - 10ppm 99,8%
0,369 ppm  ppm
Y= 2,0526x + 0,01 0,11
EGPEA 1,000 0.11 - 10ppm 100%
0,123 ppm  ppm
0,08
S 0,999 Y7 23000 0.07-10 7 02 97,3%
tyrene , .07- m ,3%
Y 0,0219 PP PP ppm
m

In addition, reversed phase gradient elution isi@érout using a mobile phase containing
water, acetonitrile and tetrahydrofurane. This entvmixture is a gradient. It was prepared in
order to elute monomers with different polaritiesd asolubilities. The validation data for

recovery, linearity, detection and quantificatiomits are collected in table 3. For all

standards the linearity ranges are statisticallpatestrated from LQ to 10 ppm by regression
analysis. All monomers linear regression coeffitseare higher than 0,999 with relative
standard deviation (RSD %) lower than 5% for ajjressions.

The limits of detection (LOD) and the limits of quéication (LOQ) are also determined at
approximately 3 times and 10-times the signal isaaatio respectively.

According to these results, in terms of accuraenssivity and reliability of the method, it

can be applied to the residual monomers determimatin acrylic polymers. This method

196



could be used as a synthetic analysis for qualiytrol of medical devices composed of
acrylic polymers.

In the present work, the method is applied to thenitoring of monomers migration in a
polymer stored in saline solution. The main intecdghis method is to separate and analyse
multiple acrylics and saline matrices at the same.t

The method is sensitive enough to quantify monomensder their cytotoxic
concentratior’S'?°. The contribution of this technic relies on thetfthat it has both a low
detection and quantification limits. It is also ds&n a saline matrix which resembles

physiological saline. Therefore, it may be useHdiotogical matrices, such as aqueous humor.

100

50

mAU*min

2-HEMA

Styrene

EGDM

10 20 30

Time (min)

Figure 1: 228nm spectrum of 4 EnVISTA®’s monomers migd at 5 ppm each.

The second part of this work consists on testing thethod for the detectability of

degradation products and released compounds dpohgner synthesis and aging. Many
different samples were analyzed on the present RBeHmethod. In all cases, the method
proved its efficiency to separate and quantifyaséel monomers that did not polymerized,
and separate the degradation products of the co@oly

The monomers exposed to Xenon arc light have paigedd This result confirms the

previous observatiofi$?® None of the monomer controls (same Xenon arc bearbut
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hidden from light) polymerized. The temperaturéha Xenon arc chamber did not affect the
spectral characteristics of monomers (data not ahow

The copolymer was treated in the same conditioma@somers. The aging process changed
the color of the acrylic/styrene copolymer. A yell@olor appeared which could be the

consequence of the styrene depolymerization oathdic alkyl chains recombination and/or

scissioR%%*2°

After the aging process, all the aged-copolymers the controls were rinsed in pure saline
water. These solutions were analyzed by RP-HPL fiist observation is the important

number of acrylic elements seen in the copolymaged solutions. Three dimensional
chromatograms revealed the ubiquity of a 270 nmimam for all eluted compounds. This

maximum is identified as an “EGPEA-like” elemenhi§ maximum can be attributed to the

phenyl function of ethylene glycol phenyl ethyl date (figure 2).

@)
HQCQJ\O/\/O\Q

Figure 2: Ethylene glycol phenyl ether acrylate

Figure 3 and figure 4 are the comparisons of UV mmdJV area under curves of the 3 major

compounds for both 218 nm and 270 nm wavelengths.
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Figure 3 and 4 represent the area under curveaidn eompound released during the aging
process. In order to allow a comparison betweerd agppolymers and controls, AUC are
weighted with the initial mass of each copolymer.

The statistic tests conclude to a significant défee in the released compounds between the
exposed copolymers and the non-exposed contré¢st{tp<0,001). Both the hydrolysis and
the light aging process impact on the copolymegbisity during time.

The conditions applied for polymerization and agiegd to a release of EGPEA monomers
(same RT and 3D spectrum).

The temperature of the Xenon arc chamber expldiasrélease of EGPEA monomers in
control saline solution. For closer physiologic ditions, the chamber temperature was set at
34°C which is upper than the copolymer glass ttenmstemperature. Under these conditions,
polymer chains are flexible and allow the mobilitfy/low-mass compounds like monomers
and degradation products.

The results demonstrate that temperature, hydsobsd oxidation combined should lead to
the release of EGPEA monomers. Nevertheless, th®HAGconcentration decreases
significantly under light exposure. According tepious studies about acrylics, it can be the
result of new polymerization reactions or of thekyll chains scission under
hydrolysig?2%-2333

Two unknown compounds were separated in aged sohuti

The first at 4,6 minutes has a second maximum ahsce at 270nm. The low signal at 270
nm disappears under light exposure. It can be asduihat the compound was the subject of a
photolysis. This chemical has a high polarity andld be the result of alkyl chain scissions
during aging. The decrease of EGPEA and the contpatd.6 minutes under light exposure
can also be the result of a new reaction betweerivib chemicals. The reaction could take
place in the copolymer and explain the decreagbeofeleasing process. On the opposite it
could be a reaction between the two molecules ulglerin the aged solution. This second
option could explain the presence of the third cooma at 8.3 minutes.

This third chemical increases significantly und&f €kposure. The maximum at 270 nm is in
favor of a more polar cyclic compound than EGPE/A w&sted phenol in the same analytical
conditions as the acrylic samples. The three-dimenspectrums and retention times are
close, phenol 8.1 min vs 8.6 for the unidentifiedmpound. EGPEA has two site of
polymerization. One is on the acrylic function; gecond is on the ethylene glycol function.
This second kind of polymerization needs a scissibthe EGPEA and could explain the

release of more polar degradation products. Consglall data obtained, the compound at
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8.3 minutes could be a phenyl cycle with an allhdio graft on it. The chemical reaction that
leads to this compound needs further exploration.

The data obtained during this work confirm the riest of this RP-HPLC method. The results
observed on copolymer aging and releasing compouond&d warn about the safety of
medical devices with the same composition. Nevéfise our results can’'t be directly
transposed on medical devices. Many chemical soppies are used to regulate
polymerization. UV-filters, light-filters or antixadants can be used to increase safety and
chemical resistance to UV, oxygen and temperatttgther exploration is needed to
understand the specific aging of copolymers ancaaular lenses. . The global toxicity and
inflammatory character of the released compoundasaildhbe evaluated in further studies.

Moreover, the feasibility of a coupling with maggestrometry should be explored.

Conclusion:
We developed a routine RP-HPLC method for acrylanomers and degradation products.
This method is validated in saline solvent and ddad applied to intraocular lenses studies

vitro or in vivoin aqueous humor.
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Annexe 3 : Dosage de la fibronectine
par ELISA

Objectifs des méthodes :

» Dosage de la fibronectine présente en surfacenti@damts
» Dosage de la fibronectine libre

Réactifs :

» Albumine bovine 1 % (Sigma Aldrich) dilué a la centration de 10mg/mL dans de
'eau milliQ.

* Fibronectine 1Img/mL humaine (Sigma Aldrich)

* Anticorps primaire murin monoclonal anti-fibronexihumaine

* Anticorps secondaire de chévre monoclonal anti-Mi@ine couplée a la péroxydase
(Sigma Aldrich)

e TMB (Roth Chemical)

e H2S04 2N (Ficher chemical)

» Plaque 24 puits non traitée a surface hydrophoisb€F Scientific)

* Lecteur de plaque ELx800 BioTek

* PBS (Sigma Aldrich)

Mode opératoire pour dosage sur implant intraoceilai

1. Avant dosage

Saturation a l'albumine des plaques 24 puits déssina contenir les implants. p@Q0
d’albumine 10% 2 heures a 37°C.

Rincage des puits au PBS : 2 x 300

Dép6bt des lentilles intraoculaires dans les puitfaésant attention de respecter la face contact
de la face libre.

2. Dosage

* Pour dosage sur implants, dép6t de la fibronediumaaine dans les puits : 3QQ
dans chaque puits a la concentration jag/21L.

* Pour la gamme fibronectine, dépét de la gammehterfectine dans une plaque non
traitée 24 puits. Gamme de 01ag2mL (3 puits par point de gamme).2 heures a 37°C

e Pour dosage d'un échantillon de concentration érnoffiectine inconnue (dosage
indirect ou sur surnageant de culture cellulaire)
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Pour le dosage sur implants, a la fin de l'incutratirécupération des solutions de chaque
puits pour dosage indirect de la fibronectine ndsoabée.

Lavage au PBS (3 x 30Q)

» Saturation des puits avec de I'albumine 10% 4400puits 2 heures a 37°C.
Lavage au PBS (3 x 30

» Ajout de I'anticorps primaire dilué au 1 :10000008L par puits 1 heure 37°C.
Lavage PBS 3x 3Q0

* Ajout de I'anticorps secondaire dilué au 1/300300uL par puits 30 minutes 37°C.
Lavage PBS 3x 3Q0

* Ajout du TMB : 30QL par puits. Réaction a I'abri de la lumiere 37%D. minutes
précise.

» Arrét de la réaction par 30Q d’'H2SO4.

* Lecture a 450 nm.

Validation de la méthode de dosage :

Réalisation de trois gammes de fibronectine sugysa 24 puits non traitées.

0,8 y =0,6767x + 0,0403

R?=0,9936
0,7 ;
0,6
05 /
0,4 ¢ Sériel
/!/ —— Linéaire (Sériel)
0,3

0,2

0,1

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Régression linéaire du dosage de la fibronectine maine par ELISA.

206



La régression linéaire réalisée sur 3 séries dagdoELISA de la fibronectine démontre une
relation linéaire entre les concentrations 0 et/tijlLg

La limite de détection calculée de la méthode edd,0025ug/ml. La limite de quantification
0,083ug/mL.

Le recouvrement de la méthode est de 90%.

Le mauvais taux de recouvrement est lié a des ti@rga notables liées a une mauvaise
répétabilite.

Ce manque de répétabilité est fréquent pour lehaodés de dosage immunologique par
ELISA. Pour pallier cette erreur, a chaque sérieddeage une gamme est réalisée en
parallele.

Chacune des gammes realisée indépendamment prédentsonne caractéristique de

régression linéaire : r2=0,990 et un taux de recement >95%.

1,2

y =0,924x + 0,0899
R*=0,9972

0,8

0,6 / ¢ Sériel
/ ——Linéaire (Sériel)

0,4

&

0,2
«/

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Gamme du dosage de la fibronectine humaine par métde ELISA.
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Abstract: The aim of this study is to investigate in vitro interac-
tions between hydrophobic acrylate intraocular lenses (IOLs)
and their biological environment. The influence of lens chemi-
cal composition and aging on fibronectin (FN) adsorption and
on I0Ls cytotoxicity on human lens epithelial cells was exam-
ined. Cytotoxicity of acrylate monomers used in I0Ls manufac-
ture was also investigated. Four different IOLs were included in
the study: Acrysof”, Tecnis”, EnVista®, and iSert®. Implants
were artificially aged in a xenon arc chamber to simulate 2
years of light exposure. Fibronectin adsorption on IOL surface
was quantified using ELISA and correlated to surface rough-
ness determined with AFM. Direct contact cytotoxicity was
determined with the MTT assay and cell morphology was
observed with light microscopy. Results showed that fibronec-

tin adsorption did not differ significantly among I0Ls, what-
ever their chemical composition. Moreover, aging conditions
did not impact fibronectin adsorption. All IOLs were biocom-
patible even after applying 2-year aging conditions, with cell
viability higher than 70%. Five acrylate monomers appeared to
be toxic in the range of concentrations tested, but no monomer
release from the I0Ls could be detected during accelerated
2-year incubation with saline solution. This study did not reveal
an influence of chemical composition and aging on protein
adsorption and on biocompatibility. © 2015 Wiley Periodicals, Inc.
J Biomed Mater Res Part A: 103A: 3843-3851, 2015.
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INTRODUCTION

Cataract is the leading cause of blindness worldwide. It is
characterized by an opacification of the lens interrupting
the proper transmission of light. To date, the only therapeu-
tic strategy is cataract surgery. The gold-standard technique
consists of extracting the lens by phacoemulsification, opaci-
fied lenses are disintegrated with ultra-sound irradiation
and lens fragments are then extracted. This leads to the for-
mation of a capsular bag between the anterior and posterior
capsule, in which an intraocular lens (IOL) is inserted to
replace the extracted lens.

Posterior capsule opacification (PCO) is the most com-
mon complication occurring after cataract surgery and I0L
implantation, affecting 18% of patients 1 year post surgery
and 38% within 9 years of surgery." The physiopathology of
PCO has been widely investigated and it is now well estab-
lished that residual lens epithelial cells (LECs) proliferation,
migration, and trans-differentiation are the main cellular
processes leading to secondary opacification.” Hence, the
interaction of IOLs with their biological environment is a
key factor in understanding PCO pathogenesis.
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Contract grant sponsor: French Agency for the Safety of Health Products (ANSM); grant

© 2015 WILEY PERIODICALS, INC.

Many studies have been carried out to identify factors
influencing PCO incidence. Impact of IOL design is well
documented, with a lower PCO rate associated with sharp-
edge 10L>"7 The influence of IOL material is still unclear
but hydrophobic acrylic I0Ls seem to better prevent PCO
occurrence than do polymethyl methacrylate (PMMA) and
silicon 10Ls.®'® Several studies have already compared
in vitro lens epithelial cells behavior on I0Ls made of differ-
ent materials."*'* Yan et al.'® demonstrated that these cells
were able to maintain their epithelial phenotype when cul-
tured on acrylic I0Ls, whereas they exhibit a myofibroblast-
like morphology on PMMA and silicon I0Ls.

In vivo, the initial event occurring after material implanta-
tion is protein adsorption, which subsequently influences
cellular adhesion. Understanding the interaction between pro-
teins and surfaces is critical. Fibronectin (FN) adsorption on
IOLs has been demonstrated mostly in vivo in several stud-
ies'®™"? and differences in its adsorption may explain differen-
ces in PCO occurrence. The “sandwich theory,” developed by
Linnola et al,?® suggests that a strong fibronectin adsorption
prevents the onset of PCO. As fibronectin contains functional

ber: 2014-S-017
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domains that bind to collagen, surfaces presenting a
fibronectin-adsorbed layer can adhere strongly to anterior
and posterior capsules. Thus, LEC proliferation between IOL
surface and posterior capsule is inhibited.

PCO typically occurs between 3 months and 4 years
postsurgery.! However, the role of IOL material aging on
their interactions with lens cells has not been previously
investigated. In fact, intraocular lenses are implanted in a
complex aqueous environment and exposed to solar light
for many years. Vadim et al.?? investigated acrylate degrada-
tion kinetics and found that light exposure leads to depoly-
merization of acrylates. It may be supposed that this
phenomenon occurs in vivo on acrylate IOL and results in
modification of its surface characteristics. To date, despite
the numerous studies concerning PCO prevention, none con-
sidered hydrophobic acrylic IOL late aging as a risk factor of
PCO.

The aim of the present report was to investigate the
influence of intraocular lens aging on surface roughness,
fibronectin adsorption, monomer release in the surrounding
media and on cytotoxicity. Because of the importance of any
potential toxicity of monomers that can be released from
the IOLs in the ocular environment, a comparative study of
monomer cytotoxicity on lens cells was conducted, and
reported herein.

Four different commercial hydrophobic IOLs were
included and compared with each other regarding the above
mentioned effects. IOL surface roughness was analyzed with
Atomic Force Microscopy (AFM). An enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) was used to investigate the amount
of adsorbed fibronectin on IOL surfaces. Cytotoxicity, a key
parameter of material biocompatibility, was investigated for
both monomer solutions and commercial implants using the
MTT assay. Cell morphology was also observed with light
microscopy. Monomer release from the IOLs into the aque-
ous environment was investigated through RP-HPLC analysis
of saline solutions incubated with I0Ls under accelerated
conditions simulating a period of 2 years.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Eight monomer solutions were purchased from Sigma-
Aldrich: ethylacrylate (EA), ethylene glycol dimethacrylate
(EGDM), ethyleneglycol phenyl ether acrylate (EGPEA), eth-
ylmethacrylate (EMA), hydroxyethyl methacrylate (HEMA),
n-butyl acrylate (NBA), styrene and trifluoroethyl methacry-
late (TFM). Three others were purchased from Polysciences:
1,4-butanediol diacrylate (BD), phenylethyl acrylate (PEA)
and phenylethyl methacrylate (PEMA). Acetonitrile (ACN),
water, and tetrahydrofurane (THF) were used for HPLC
analysis and were purchased from Fisher.

Sulfuric acid 2N (H;S0,), fibronectin from human
plasma (solution 0.1%), polyclonal anti-fibronectin antibody
produced in rabbit, anti-rabbit whole immunoglobulin G
(IgG) secondary antibody congugated with peroxydase pro-
duced in goat, 3,3’5,5"-tetramethyl-benzidine (TMB), bovine
serum albumin (BSA), trypsin-EDTA solution, and phosphate
buffer saline were also obtained from Sigma-Aldrich.

3844 TORTOLANO ET AL.

Dimethyl sulfoxide (DMSO) came from Fischer chemicals
and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) from Carl Roth.

Human lens epithelial cells, nonaffected by cataract
(hLECs; ATCC No: CRL-11421), were cultured in Dubelcco
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma) supplemented
with 20% Fetal Bovine Serum (Sigma) and 1% antibiotics
(penicillin 10,000 U/mL, streptomycin 10 mg/mL; Sigma).
Cells were maintained at 37°C under 5% CO,.

Four commercial intraocular, sharp-edged, single-piece
hydrophobic acrylic foldable lenses*? were tested: Acrysof”
(Alcon), a copolymer of phenylethyl acrylate, phenylethyl
methacrylate, and 1,4-butanediol diacrylate, which is the
first foldable I0L used in France; Tecnis® (Abbott Medical
Optics), a copolymer of ethyl acrylate, ethyl methacrylate,
2,2,2-trifluoroethyl methacrylate and ethylene glycol dime-
thacrylate, and iSert® (Hoya) a copolymer of phenylethyl
methacrylate, n-butyl acrylate and fluoroalkyl methacrylate
are direct competitors of Acrysof®. The fourth I0L, EnVista®
(Bausch & Lomb) is a copolymer of ethylene glycol dimetha-
crylate, ethyleneglycol phenyl ether acrylate, hydroxyethyl
methacrylate, and styrene, and was included because of the
use of a hydrophilic acrylate monomer in its manufacture.
To avoid inter-serial variability, all lenses from a manufac-
turer had the same batch number and were produced
within 3 months before experiments.

Aging conditions

Implants underwent an aging process based on the NF EN
1SO 11979-5 standard.”* Samples were artificially aged in a
xenon arc chamber (QSun Xe-1, Labomat) which reproduces
full spectrum sunlight. Conditions were 96 h irradiation
with a power of 6.8 mW/cm? from 300 to 400 nm, at 34°C.
These conditions simulate 2 years light exposure of the
evaluated implants, according to the following formula:
T2 = 365 X T1 ()" X ()7 (T2, in vitro test period in
days; T1, in vivo exposure time; I2, in vitro intensity of the
radiation source in the 300-400 nm range; I1, In vivo
UV-radiation intensity in the range 300-400 nm at the posi-
tion of the IOL at diffuse light conditions; n, intensity factor;
t, daily exposure time to sun light.)

Surface roughness characterization by AFM

Surface roughness of I0Ls was analyzed with Atomic Force
Microscopy. Measurements were performed in ambient air
with an Innova AFM (Briicker, France) using tapping mode.
The cantilever resonant frequency was of 320 kHz using a
silicon probe tip with a nominal spring constant of 42 N/m
(NCHV-A, Briicker) and a radius of 10 nm. The scan rate
was 0.5 Hz. Each implant was scanned in eight different
areas.

The increase in surface area due to roughness and the
roughness R, (root mean squared roughness) were calcu-
lated using Gwyddion 2.35 software. Means of roughness
for all the IOLs types were compared using a one way
ANOVA test (x = 0.05). The difference between two rough-
ness means for each type of implant, before and after aging,
were compared with Student’s ¢t test (where the difference
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was considered statistically significant if the Student ¢ test
p values is less than 0.05).

Fibronectin adsorption

Impl were deposited in a 96-well plate and immersed
in fibronectin solution (1 pg/mL) for 2 h at 37°C. Prior to
IOL insertion, the 96-well plates were saturated with a 1%
solution of bovin serum albumin (BSA) for 2 h at 37°C to
block fibronectin adsorption onto the wells.

The amount of fibronectin adsorbed onto the lens was
determined using an ELISA assay that was performed on six
IOLs from each manufacturer (3 nontreated and 3 artifi-
cially aged under conditions simulating 2 years exposure to
sunlight). After fibronectin solution removal, wells were
carefully washed three times with PBS. Implants were then
blocked with 1% BSA for 2 h then washed with PBS. The
primary antibodies were added at a dilution of 1 : 10,000
and incubated 1 h at 37°C. After rinsing, the secondary
antibodies conjugated with peroxidase were incubated at a
dilution of 1 : 30,000 for 30 min at 37°C. Wells were rinsed
three times with PBS and TMB solution was added. After 10
min, the reaction was stopped by the addition of sulfuric
acid diluted to one tenth. The absorbance was read at
450 nm with a microplate reader (ELx800 BioTek). The
amount of FN adsorbed was calculated using a standard
curve established in the range of 0-1 pg/mL. Numerical
data were analyzed statistically using a two-way ANOVA test
(= 0.05).

Monomer cytotoxicity

Monomer cytotoxicity was determined with the MTT assay.
It assesses cell viability by measuring mitochondrial dehy-
drogenase cell activity. A range of monomer concentrations
from 10,000 to 100,000 parts-per-million (ppm) were pre-
pared in DMSO, a followed by a one to one thousandth dilu-
tion in culture medium. DMSO diluted similarly was used as
a blank for background absorbance. Final concentrations
applied on cells were from 10 to 100 ppm.

Human LECs were seeded onto 96-well plates at a den-
sity of 10* cells/well. After 24 h, medium was removed and
100 pL of each monomer dilution was added. After an incu-
bation period of 48 h at 37°C, 20 uL MTT solution (5 mg/mL
in PBS) were added and incubated for a further 2 h at 37°C.
Medium was then removed and formazan crystals were dis-
solved in 100 pL DMSO. Absorbance was read at 570 nm
using a microplate reader (ELxB00 BioTek). Cell viability was
calculated as the absorbance ratio between cells exposed to
monomer and cells exposed to the blank solution. Each
monomer was tested at least two times and each concentra-
tion was applied to eight wells/experiment.

For morphology observation, cells were seeded onto 24-
well plates at a density of 5 X 10" cells/well. After 24 h,
culture medium was removed and 500 pL of monomer solu-
tion was added at the following concentrations in DMEM:
BD at 20 ppm, EA at 50 ppm, EGPEA at 40 ppm, PEA at 20
ppm, NBA 60 ppm (concentrations associated with cell via-
bility lower than 70% determinated by the quantitative
MTT assay), and 100 ppm for all the others. After further
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incubation for 48 h at 37°C, the morphology was assessed
by light microscopy (Optika XDS-2) using 20X magnification
with a digital camera (Optikam Pro 5). Images were proc-
essed with image analysis software (Optika Vision Pro 2.7
and Image] 1.47m).

I0Ls cytotoxicity

IOLs cytotoxicity was investigated following the standard
EN ISO 10993-5 established for the biological evaluation of
medical devices. Cytotoxicity was determined using the MTT
assay as described for monomers. Human LECs were seeded
onto 24-well plates at a density of 5 X 10* cells/well. After
24 h, medium was renewed and implants were deposited
gently onto cells. After an incubation period of 24 h at 37°C,
cell morphology was observed with light microscopy
(Optika XDS-2) and images were processed with image anal-
ysis software (Optika Vision Pro 2.7 and Image] 1.47 m).
After further 24 h of incubation 100 uL MTT solution
(5 mg/mL in PBS) were added and incubated for 2 h at
37°C. Medium was removed and formazan crystals were dis-
solved in 500 uL DMSO. Absorbance was read at 570 nm
using a microplate reader (ELx800 BioTek). Cell viability
was calculated as the absorbance ratio between cells
exposed to implants and nontreated cells. Six IOLs/manufac-
turer were tested (3 nontreated samples and 3 artificially
aged samples). Numerical data were analyzed statistically
using a two-way ANOVA test (x = 0.05).

Test for leachables, hydrolytic stability, and

RP-HPLC analysis

The purpose of these two tests was to assess potential
release of monomers in an aqueous environment simulating
physiological conditions. Test for leachables was realized
through the incubation of three implants of each manufac-
turer individually with 300 pL of saline solution (0.9%
NaCl) at 37°C for 72 h. Implants were then removed and
the saline solution was analyzed using reversed phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) as described
below.

For the hydrolytic stability test, three implants were
placed individually in glass vials containing 300 pL saline
solution (0.9% NaCl) and were incubated at 70°C for 60
days. These conditions simulate two years of exposure to
aqueous environment according to the following formula:
t2 = t1 X 27e°70/10 (¢, simulated exposure time; t,: in vitro
test period; Ta, the accelerated temperature; T, the temper-
ature of the inside of the eye (34°C)). After the specified
period, implants were removed and the saline solution was
analyzed using RP-HPLC as described below.

HPLC (Dionex, Thermo Scientific, with diode array UV
and visible detectors) was used for determination of mono-
mer concentration in the analyzed samples. Separation was
performed with an inverse phase Kinetex” C18 column, 250
X 4.6 mm, 5 um particle size, (Phenomenex, United King-
dom). All spectra were recorded and treated with chrome-
leon” software. Monomers were separated by gradient
elution using ACN, water, and THF. Totally, 20 pL samples
were injected and analyzed at 30°C for 80 min at a 1 mL/min
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FIGURE 1. 3D AFM topographic images of I10Ls without aging process {A: EnVista®, B: Acrysof”, C: Tecnis”, D: iSert”) and after 2 years aging
process (E: EnVista®, F: Acrysof”, G: Tecnis”, H: iSert”). Cells displayed an epithelial-like morphology and formed a growing monolayer of adher.

ent cells.

flow rate. Monomers were identified by their elution time
and 3D UV spectra.

Monomers were weighed at 25°C and diluted in a
mixture of ACN and 0.9% NaCl solution. Each sample was
filtered prior to injection. All samples were analyzed in trip-
licate. Calibration curves for the monomers included were
obtained by plotting average pick area versus concentration
using linear regression analysis. Each monomer was ana-
lyzed from 0 to 10 ppm.

RESULTS

Surface roughness characterization

Figure 1 represents surface topography for each implant,
without aging process (A, B, C, and D) and after simulated
aging of two years by UV exposure (E, F, G, and H) whereas
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FIGURE 2. IOL surface roughness before and after aging. Results are
expressed as the mean = SD (seven experiments). A significant differ-
ence in surface roughness among the four commercial nonaged
implants was observed {p<0.001). A significant decrease in surface
roughness was observed after aging for all implants except iSert™
(Student’s t test).
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Figure 2 shows the measured roughness of the different
10Ls before and after aging. As could be seen in Figures 1
and ?, within the set of nonaged 10Ls, Acysof” was associ-
ated with a rougher surface compared with Tecnis”, iSert”,
and EnVista™. This was reflected in the significant difference
in surface roughness among the four nonaged I0Ls when
analysed using a one-way ANOVA (p < 0.001). No significant
difference of roughness was detected when comparing
Tecnis”, iSert”, and EnVista™ (p > 0.05).

Interestingly, differences in roughness among the four
commercial implants after aging were not significant (p =
0.36). In addition, a statistical difference in surface rough-
ness before and after aging process was observed for all
implants, with the exception of iSert” (Fig. 2). The increase
in the surface area (As, difference between the projected
surface area and the actual area), due to roughness, was
lower than 0.35 um? for a 10 um X 10 pm area for all
implants with or without 2 years aging (data not shown).
Only in the case of EnVista® implants, the difference in As
was significant between nonaged and 2-year aged implants
(0.34 vs. 0.14 um?, respectively).

Fibronectin adsorption

The amount of fibronectin adsorbed onto lenses was detected
and quantified by ELISA, performed on six I0Ls samples from
each manufacturer (3 untreated and 3 artificially aged under
conditions simulating 2 years exposure to sunlight) for com-
parison. Figure 3 shows the quantity of adsorbed FN on com-
mercial 10Ls. No significant difference was observed among
the four types of 10Ls tested (p = 0.116), which indicates that
chemical composition did not affect fibronectin adsorption
density. In addition, no significant difference was detected
between aged and nonaged implants (p = 0.302).

Monomer cytotoxicity

Concentrated monomer solutions were first prepared in
DMSO which has the advantage of being miscible with the
aqueous cell culture medium. All solutions were diluted to
one one-thousandth in culture medium prior to application
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FIGURE 3. Fibronectin adsorbed on IOLs as determined by ELISA.
Results are expressed as the mean = SEM obtained for three implants.
No significant difference was observed among the four types of IOLs
tested {p =0.116), nor between aged and nonaged implants {p = 0.302).

onto cells followed by incubation for 48 h. According to the
1SO 10993-5 standards, cell viability <70% is considered as
a cytotoxic effect.

Results presented in Figure 4 revealed a cytotoxic effect
for BD, PEA, EGPEA, NBA, and EA at concentrations [mt]10,
20, 30, 50 and 80 ppm, respectively. All others presented no
cytotoxicity in this range of concentrations Figure 5.
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Cell morphology (using concentrations associated with
cell viability lower than 70% determinate by the quantita-
tive MTT assay) was observed using light microscopy after
48 h incubation. In the blank control well, cells were
stretched and formed an adherent confluent monolayer [Fig.
6(A)). Similar morphology was observed in wells exposed to
nontoxic monomers such as HEMA [Fig. 6(F)]. In contrast,
cells exposed to BD, EA, EGPEA, NBA and PEA showed visi-
ble signs of toxicity [Fig. 6(A-E)]. That includes losing con-
tact with neighboring cells, nuclear fragmentation and
chromatin condensation which was visible as black spots
[Fig. 6(A,B,D,E)), typical characteristics of apoptosis.”* Late
apoptosis characterized by membrane blabbing and the for-
mation of apoptotic bodies were detected within BD, NBA
(arrow-heads in Fig. 6) and were more pronounced in cells
exposed to EGPEA [Fig. 6(C)]. These observations are con-
sistent with the data obtained from the MTT cell viability
assay.

IOL cytotoxicity

The cytotoxicity of the IOLs on hLECs cells was also deter-
mined using the MTT assay. For each manufacturer, six I0Ls
were tested (3 nonaged and 3 artificially aged). Results are
shown in Figure 7. Cell viability was greater than 70% in all
cases. A two-way ANOVA test was performed to evaluate the
influence of aging and chemical composition on cell viability.
The difference in the mean values among aged and nonaged
implants was not significant enough to exclude the possibil-
ity that the difference was simply due to random sampling
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FIGURE 4. Viability of hLEC cells as determined by the MTT assay after i

Froreeecesy

monomer concentration (ppm)

with luti for 48 h. Results are expressed as

the mean = SED obtained for at least two experiments {eight measurements each). BD, EA, EGPEA, NBA, and PEA were found cytotoxic for

concentrations higher than 10, 20, 60, 20, and 80 ppm respectively.
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FIGURE 5. Viability of hLEC cells as determined by the MTT assay after 48 h incubation with i Results are exp d as the

mean = SD obtained for at least two experiments {eight measurements each). EGDM, EMA, HEMA, PEMA, Styrene, and TFM presented no cyto-
toxicity within concentrations up to 100 ppm.

variability after allowing for the effects of chemical composi- Cell morphology was observed after 24 h of direct con-
tion differences (p = 0.961). A statistically significant differ- tact with the implants. No difference was shown between
ence was found among fabricants (p < 0.001), but as cells exposed to nonaged implants and cells exposed to
cellular viability was greater than 70% for all of them, this aged implants (Fig. 8). Cells displayed an epithelial-like
difference is not supposed to impact the overall biocompati-  morphology and formed a growing monolayer of adherent
bility of the IOLs. cells.

FIGURE 6. Morphology of hLEC cells d by light mi py (Optika XDS-2) using 20X magnification with a digital camera (Optika pro 5)
after 48 h of incubation with (A) BD at 20 ppm, (B) EA at 50 ppm, {C) EGPEA at 40 ppm, (D) PEA at 20 ppm (E} NBA at 60 ppm, (F) HEMA at 40
ppm, and {G) Control cells. a, b, ¢, d, and e are higher optncal magmf ication for some individual cells. Cells incubated with HEMA showed a
healthy monolayer of adherent cells, while signs of apop ion in a, b, d, and e; and the formation of apoptotic bodies
in (c) could be seen with other monomers. Refer to the text for more details. Scale bar = 100 um. [Color figure can be viewed in the online issue,
which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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FIGURE 7. The viability of hLEC cells was determined by MTT assay
after 48-h incubation with IOLs. Results are expressed as the
mean = SD obtained for three implants. Cell viability was higher than
70% with all types of IOLs before and after 2 years of simulated light
exposure.

Test for leachables and hydrolytic stability

When the IOLs were incubated under physiological condi-
tions (saline solution at 37°C for 72 h) and under acceler-
ated conditions simulating 2 years of contact with aqueous
environment (saline solution at 70°C for 60 days), none of
the 11 monomers investigated could be detected in the
saline solutions analyzed by RP-HPLC. When these solutions
were diluted with cell culture medium and incubated with
hLECs, no cytotoxicity was detected (data not shown).

DISCUSSION

This study investigated the impact of aging process affecting
hydrophobic acrylic I0Ls on the adsorption of a protein
model on their surface as well as on the morphology and
cell viability of human lens cells in the contact with these
I10Ls.

ORIGINAL ARTICLE

Prior to studies with the commercial implants, the cyto-
toxicity of each monomer used in the production of one or
more of these IOLs was evaluated on lens epithelial cells. As
these monomers are also used in dental resin manufacture,
their cytotoxicity on other cell lines is well described in the
literature. Several studies®>*® found that their cytotoxicity
was correlated with lipophilicity. For example, monomer
concentrations for EGDM, EMA, and HEMA that reduced
MTT-formazan production by 50% (IC50) on HeLa S3 cells
were reported to be 209 ppm, 3335 ppm, and 1309 ppm,
respectively. These concentrations are much higher than
those used in our study.”® This is consistent with the
absence of cytotoxicity in our data for concentrations up to
100 ppm for these monomers. NBA appeared to be more
toxic on hLECs than on Hela cells (reported IC50 for NBA
is 140 ppm®®), while in the present study it was found to
be cytotoxic above 50 ppm (Fig. 4).

Analysis of the saline solutions incubated under physio-
logical conditions and accelerated conditions simulating 2
years of contact with aqueous environment, did not reveal
detectable levels of monomer leaching. Nevertheless, the
cytotoxic levels of monomers determined within the MTT
assay can be useful for the evaluation of biocompatibility
after longer exposure time to UV irradiation and aqueous
environment, and provide important elements for risk
assessment of I0Ls during their development and clinical
evaluation.

The I1SO 11979-5 standard®® defines the requirements
for biocompatibility testing of materials used in intraocular
lenses. Long-term stability must be evaluated in different
conditions: in aqueous environment (forced hydrolysis) and
after light exposure (photostability). The main aim of this
study was to assess the impact of solar exposure on
implants surface and biocompatibility. A mathematical for-
mula allows a link between exposure time at a preset irradi-
ance with natural aging time. Our choice of light irradiance
corresponding to 2 years of natural aging is consistent with
clinical data as PCO typically occurs between 3 months and
4 years post cataract surgery, and affects 18% of patients 1

FIGURE 8. Morphology of hLEC cells was

d by light
after 24 h of direct contact with 10Ls without aging (A: EnVista®, B: Acrysof”, C: Tecnis®, D: iSert”) and on IOLs after aging process (E: EnVista®, F:
Acrysof”, G: Tecnis”, H: iSert”). Scale bar = 100 um. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.)
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year following surgery. Interestingly, this irradiation resulted
in a decrease of surface roughness for three of the four
types of IOLs evaluated herein. There are no reports in the
literature on the impact of UV irradiation on surface rough-
ness of I0Ls or on acrylate surfaces in general.

Chiantore et al?’ demonstrated that UV exposure of
acrylic polymers used for dental implants can induce new
polymerization or depolymerization of hydrophobic PEA
and PEMA polymers, also used in Acrysof” lenses. They
have shown a correlation between depolymerization/poly-
merization and acrylic chemical structure. These polymer
restructurings could impact roughness and explain our
observation. Further studies are needed to explore this
hypothesis and the impact of reticulation on acrylate UV
stability.

The interaction between an organism and a foreign body
begins with nonspecific adsorption of proteins on its sur-
face. Hence, it was essential to investigate this phenomenon
on intraocular lens. Protein adsorption is dominated by sur-
face physico-chemical characteristics, such as charge density,
surface polarity and roughness.”® The acrylate ester bond
breaking, which may occur upon light exposure, can lead to
the formation of new compounds and thus, to surface modi-
fications. These changes can affect protein adsorption on
intraocular lens surface and probably the biocompatibility
of the lens itself.

This study focused on fibronectin adsorption because
this protein promotes cell adhesion and has a major role in
PCO physiopathology.'®'*?° Surface analysis by AFM
revealed significant differences in surface roughness among
nonaged implants; a review by Werner et al. explains that
all 10Ls do not have the same modelling process.?? No dif-
ference was detected in FN adsorption among the four types
of IOLs in this study. More importantly, the significant
decrease in surface roughness after aging observed on
Acrysof®, EnVista®, and Tecnis™ lenses was not associated
with FN adsorption density modification on the surface of
the three types of implants. The fourth commercial implant
neither revealed a modification of FN adsorption after aging.
The increase in the surface area related to roughness was
small (lower than 0.35 um? for 10 um X 10 pm area); this
may explain why the differences in the roughness did not
quantitatively impact the FN adsorption on implant surface.
Nevertheless, Xu et al. did not find a correlation between
surface roughness and fibrinogen adsorption?’ Taken
together, these data demonstrate that surface roughness
alone cannot explain the interaction with proteins; the
micro-scale chemical structure of the surface should also be
considered to better correlate in vitro changes with the clin-
ical PCO outbreak.

The immersion time of the lenses in fibronectin solution
might also explain the absence of difference in FN adsorption.
I0Ls were incubated in fibronectin solution (1 pg/mL) for 2 h
at 37°C. Johnston et al.*® compared albumin and fibronectin
adsorption on PMMA and hydrophobic acrylate I0Ls and
demonstrated that protein adsorption occurred within the
first 2 h. However, they highlighted a quantitative difference
in fibronectin adsorption between these two surfaces only
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after 1 day of incubation. Longer incubation times need to be
tested in further experiments. It is important to mention that
the level of fibronectin adsorbed on the surface of Acysof”
10Ls was slightly greater than the values reported by John-
ston et al. This difference in fibronectin adsorption may be a
result of the different techniques used for FN quantification
(scintillation counting of radiolabeled fibronectin versus
ELISA detection in our study).

In this study, cytotoxicity tests performed on implants
showed cell viabilities greater than 70% for the four types
of IOLs tested. These data, together with the absence of
monomer release, demonstrate that 2 years aging of the
four I0Ls types under light exposure or in aqueous environ-
ment do not impact lens biocompatibility. Once again, sur-
face modifications after aging elucidated by AFM analysis
for Acrysof”, Envista”, and Tecnis” I0Ls did not have an
impact on the biocompatibility of the implants investigated
through cell viability. This study clearly demonstrated that
the cytotoxicity of IOLs did not increase with aging. In other
words, lens cells could proliferate in contact with I0Ls. This
finding confirms that aging does not reduce the potential
adhesion and proliferation of residual lens cells responsible
for the PCO. It could then be concluded that aging does not
have a preventive effect against the PCO. Further experi-
ments should be performed with longer aging times to con-
firm or refute IOLs photostability. In addition, an aging
process associating hydrolysis and light exposure should be
interesting to better mimic physiological conditions.

CONCLUSIONS

Aging is an under evaluated parameter in the investigation
of IOL interactions with their environment. Four different
I0Ls were investigated in this study: Acrysof®, Tecnis®,
EnVista”, and iSert”. Herein, we demonstrated that aging
conditions simulating two years of exposure to sunlight
tends to reduce the IOLs surface roughness, but do not
impact their interaction with fibronectin or their biocompat-
ibility with human lens cells in vitro. Cells displayed high
viability and epithelial-like morphology in contact with the
four 10Ls. Under accelerated conditions simulating 2 years
of contact with aqueous environment no monomers could
be detected in the saline solutions analyzed by RP-HPLC. All
monomers used in the fabrication of these IOLs were
screened for their cytotoxicity on lens cells; cytotoxic levels
detected can provide important element for risk assessment
of IOLs during their development and clinical evaluation.
Further studies will involve evaluating the impact of aging
on the fine chemical structure of the IOL surface; and the
application of aging conditions that closer mimic physiologi-
cal environment of intraocular lenses including simultane-
ous UV exposure and hydrolytic environment with an
extended aging time corresponding to longer period of
intraocular life of the lenses.
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Annexe 5 : Liste des normes ISO

consultées

NF EN ISO 11979-52006-10-01)
Indice de classement : S94-750-5

Titre : Implants ophtalmiques - Lentilles intraoculaires - Partie 5 : biocompatibilité

NF EN I1ISO 11979-72014-10-24)
Indice de classement : S94-750-7

Titre : Implants ophtalmiques - Lentilles intraoculaires - Partie 7 : investigations

cliniques

NF EN ISO 11979-82015-09-19)
Indice de classement : S94-750-8

Titre : Implants ophtalmiques - Lentilles intraoculaires - Partie 8 : exigences

fondamentales

NF EN ISO 10993-12010-07-01)
Indice de classement : S99-501-1

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 1 : évaluation et essais au

sein d'un processus de gestion du risque (Tirage 2 (2010-09-01))

NF EN I1ISO 10993-22006-12-01)
Indice de classement : S99-502

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 2 : exigences relatives a la

protection des animaux
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NF EN ISO 10993-52010-07-01)
Indice de classement : S99-501-5

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 5 : essais concernant la

cytotoxicité in vitro

NF EN I1ISO 10993-92010-05-01)
Indice de classement : S99-501-9

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 9 : cadre pour

l'identification et la quantification des produits potentiels de dégradation

NF EN I1ISO 10993-122012-09-01)
Indice de classement : S99-501-12

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 12 : préparation des

échantillons et matériaux de référence

NF EN 1ISO 10993-182010-09-01)
Indice de classement : S99-501-13

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 13 : identification et

quantification de produits de dégradation de dispositifs médicaux a base de polymeres

NF EN 1ISO 10993-162010-07-01)
Indice de classement : S99-501-16

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 16 : conception des études

toxicocinétiques des produits de dégradation et des substances relargables

NF EN I1ISO 10993-182009-12-01)
Indice de classement : S99-501-18

Titre : Evaluation biologique des dispositifs médicaux - Partie 18 : caractérisation

chimique des matériaux
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PARIS-SACLAY

Nécessité d'une approche analytigue confondante danl’évaluation des dispositifg
médicaux implantables en biopolyméres : applicatiomux lentilles intraoculaires a base
de polyacrylate.

Mots clés: Cataracte ; Dispositifs médicaux ; Biocompatibili Lentilles intraoculaires ; Acrylates ;
Produits de dégradation

Résumé: L'implantation de lentilles intraoculaires est traitement substitutif standard de|la
cataracte toutes origines confondues. L'implantagist faite a la suite de I'extraction du cristafar
phacoémulsification. Les implants souples, en ategl hydrophobes, a bord carrés et « 1 piece » sont
recommandés pour prévenir la survenue de complitaipost-opératoires telles que I'opacificatjon
capsulaire postérieure. Cette complication multdfiaelle est associée a un défaut |de
biocompatibilité. L'acte chirurgical, la physiopathgie du patient ainsi que la forme de la lentjlle
intraoculaire modifient I'incidence. Malgré plusisumesures préventives, I'incidence n’est pas nulle
et la prévalence continue d’augmenter avec le temps cas tardifs d’opacifications surviennent
jusqu’a 9 ans apres la chirurgie. Un de nos olfgedtins le cadre de ce travail était de relieregett
complication tardive au mécanisme de vieillissemdas implants intraoculaires. Les résultats
obtenus aprés hydrolyse et photo-oxydation, onttrdonne altération des caractéristiques| du
polymére avec formation de composés néoformés ibkegamasses moléculaires, qui diffusent| au
travers du polymere et migrent vers la surfaceosstfon de leur polarité et leur masse moléculaire.
Il en résulte la création d'un gradient de coneditins de composés hydrophiles en surface et de
composés hydrophobes dans les couches inférie@ddnplant. La vitesse du mécanisme |de
vieillissement est directement liée aux conditifiesnpérature, intensité de photo-oxydation). [Par
ailleurs, nous avons démontré l'existence d'undatian inter et intra lots des caractéristiques
physico-chimiques de ces implants. Ces modificatide propriétés de surface constituent une
explication a la survenue des complications tasliggi est liées a une modification de|la
biocompatibilité des implants intraoculaires, apiegdlissement.

Necessity of a multi-step analytical evaluation fothe implantable biopolymer medical
devices: example of the polyacrylic intraocular leges.

Keywords: Cataract; Medical devices; Biocompatibility; Irdralar lenses; Acrylics; Degradation
products.

Abstract : Intraocular lenses are the main treatment forraetasurgery whatever the origin. The
implantation is done in the same surgical timehasléns extraction by phacoemulsification. Today,
the recommended lenses are foldable acrylic copmigmvith square edges and “1-piece”. This
design decreases the incidence of adverse evemesasrior capsular opacification (POC). This
complication is multifactorial and is associatedthwa poor biocompatibility. The surgery and
physiopathology are two others factor that imphet incidence of PCO. Despite many preventive
actions, the incidence is not null and prevaler®epkon increasing each year after the surgery.| The
late PCO cases occur until 9 years after the syr@are of our objectives in the context of this kwor
was to link this late complication to the aging tm&gism of intraocular implants. The results
obtained after hydrolysis and photo-oxidation hatiewed the characteristic modifications of the
polymer with formation of low molecular weight cooynds, which diffuse through the polymer gnd
migrate to the surface, as a function of their piylaand their molecular weight. All thegse
modifications have created concentration gradieieed, the hydrophilic compounds have diffused
on the surface and hydrophobic compounds in thdaimpnatrix. The kinetic of the aging process is
directly related to the aging conditions applieégm{perature, intensity of photo-oxidation).
Furthermore, we have demonstrated the existendleeotariability between and within batches,| of
the physicochemical characteristics of these iniplahhese surface property modifications are an
explanation for the occurrence of late complicatitmat is related to a modification of the intraacy
lenses biocompatibility after aging.




