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Avant-propos

La prise en charge des plaies reste un domaine thérapeutique diversifié et complexe ;
notamment a cause de la trés grande diversité de type de blessures et de leurs étiologies
(tailles, formes, stades, infection...).

Dans ce contexte, un pansement « intelligent » capable de communiquer « sans fil » serait
une aide précieuse pour le personnel médical afin de I'informer sur la nécessité de changer le
pansement ou d’instiller des médicaments au sein de la plaie (antibiotiques ciblés, anti-
inflammatoires, pro-cicatrisants...). Plusieurs dispositifs sont en cours de développement mais
restent limités dans leur usage. Certains ne sont pas intégrés au pansement et nécessitent un
prélevement ; la majeure partie des systemes reposent sur un changement de coloration dans
le pansement.

Parmi les biomarqueurs possibles utilisés par ces dispositifs, la présence de protéases
surabondantes est particulierement pertinente car elle peut étre liée a une inflammation ou
a une infection. Elles dégradent les chaines peptidiques des protéines en catalysant
I'hydrolyse des liaisons amides entre différents résidus en fonction de leur spécificité. A notre
connaissance, il n'existe pas de dispositif associé a un pansement, pour la détection de
I'activité protéasique de I'enzyme in situ.

Dans ce contexte, nous proposons de travailler au développement d’'un nouveau type de
capteur basé sur l'activité enzymatique. Ce dispositif sans fil, intégré au pansement sera
capable a la fois d’acquérir des données et de les transmettre par un signal électrique
permettant de suivre |’évolution de la plaie, présenté dans la Figure 1.

Personnel médical

Transmission
@~ desdonnées +<—— Pansement

V(@

Capteur-RFID

Figure 1. Dispositif général.

L'objectif de ce travail de these, est de démontrer la faisabilité d’'un pansement intelligent
connecté. L'idée principale est de se servir de la technologie d’identification radiofréquences
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(RFID) couplée a une partie capteur ol un peptide hybride spécifique a été greffé et dont
I'interaction avec une enzyme ciblée fait évoluer la réponse électrique du capteur.

Comme le montre la Figure 2 ci-dessous, notre dispositif est composé de deux parties : la
communication avec la partie RFID (antenne / puce) et la partie sensible que nous appellerons
dans la suite de ce manuscrit capteur.

Puce RFID

Antenne RFID

/ /——— Capteur

Figure 2. Dispositif RFID-Capteur.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons focalisé nos efforts sur la mise au point de ce
capteur et de sa réponse en présence d’enzyme. Pour y parvenir, nous avons sélectionné
comme biomarqueurs, des protéases surexprimées dans les plaies chroniques : la MMP-13,
une métalloprotéase matricielle qui témoigne d’une inflammation, et I'élastase des
neutrophiles humains (HNE) qui témoigne d’une infection.

Notre stratégie a été de modifier la surface de ce capteur en greffant un matériau hybride
contenant des séquences de peptides reconnues et spécifiques de ces protéases. Nous avons
émis I'hypothese que la dégradation de ce matériau entrainerait une modification suffisante
des propriétés électriques du capteur pour qu’elle puisse étre détectée, témoignant de la
présence d’enzymes actives. Ces matériaux innovants sont préparés par le procédé sol-gel a
partir de peptides hybrides, possédant un ou plusieurs groupes alkoxysilanes capables de
former un réseau tridimensionnel par polymérisation a la surface de l'antenne. Afin
d’améliorer la sensibilité, nous avons rajouté un groupement métallocéne aux peptides qui
seront dégradés, permettant de modifier significativement le signal électrique (Figure 3).
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Séquence peptidique substrat

. Signal modifié
Signal

Substrat en verre
¢ Ly
s

|
Capteur : Ancrage covalent

Electrode interdigitée en or spécifique

Figure 3. Principe de la technologie de ce dispositif.

Le manuscrit de these est organisé en quatre chapitres, dont le premier présente un état des
lieux des plaies chroniques. Les facteurs entrainant leur chronicité, et notamment les
pansements utilisés dans la gestion de ces plaies allant du simple pansement au pansement
intelligent, seront évoqués.

La conception, la synthése et la caractérisation des peptides hybrides sont présentées dans le
deuxieme chapitre qui détaille également la polymérisation minérale (sol-gel). Le troisieme
chapitre présente la caractérisation physicochimique de ces matériaux, avant greffage, apres
greffage, en milieu biologique et apres l'action d’une activité enzymatique. Il s’agit
notamment d’analyse par AFM (microscope a force atomique), MEB-EDX (microscope
électronique a balayage associé a la microanalyse par énergie dispersive de rayons X) ou par
XPS (spectrométrie photoélectronique X).

Le dernier chapitre présente la caractérisation électrique de I'antenne modifiée avec ce
matériau hybride en mesurant I'impédance électrique en particulier.

L'ensemble de ces résultats issus des analyses physicochimiques et des mesures électriques,
obtenus sous I'action de ces enzymes peuvent étre corrélés et sont discutés dans les deux
derniers chapitres. Ces travaux ouvrent la voie a I'intégration de ce type de capteur au sein de
dispositifs RFID par exemple qui pourraient permettre de concevoir des pansements
intelligents.
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Chapitre 1 :
Etat de 'art : du papyrus au pansement

multifonctionnel connecté
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Chapitre 1. Etat de I'art: du papyrus au pansement multifonctionnel
connecte

L’histoire du traitement des plaies s’étend de la préhistoire a la médecine moderne. En 2000
av. J.-C, le plus ancien des manuscrits décrit pour la premiere fois les trois principaux gestes
de la guérison, (i) le lavage des plaies, (ii) la fabrication du médicament et (iii) la couverture de
la plaie. La premiere civilisation a utiliser des pansements adhésifs ayant pour fonctions
principales : (i) une fonction de protection avec un pansement composé de miel et de graisse
et (ii) une fonction de drainage des plaies avec de la charpie (amas de fils tirés de vieilles toiles
végétales absorbantes) date de I’Egypte ancienne. En 460 av. J.-C en Gréce, Hippocrate établit
plusieurs recommandations sur la prise en charge des plaies, encore considérées de nos jours,
avec notamment une haute propreté dans le traitement des plaies. Les Romains ont ensuite
mis en place les « 4 signes cardinaux de I'inflammation » avec (i) la rougeur, (ii) le gonflement,
(iii) la chaleur et (iv) la douleur. Inspirés par les Grecs, et jusqu’au Moyen-Age, les romains ont
continué a traiter les plaies en utilisant du matériel chirurgical, différents types de pansements
et différentes formulations déposées au niveau de la plaie avec du gel, des pommades ou des
cremes. Ce n’est qu’a la Renaissance, ou les armes a feu ont commencé a étre utilisées que
les plaies deviennent plus compliquées a traiter et sont cautérisées par le fer rouge ou I’huile
bouillante dont les douleurs ressenties par les militaires sont insoutenables.

Le pere de la chirurgie moderne, Ambroise Paré, remplace en 1537 ces moyens de
cautérisation par un mélange de jaune d’ceuf, d’huile de rose et de térébenthine. Au 19%™¢
siecle la charpie est remplacée par le coton et la gaze. C'est a cette époque que Louis Pasteur
met en évidence les germes responsables de la fermentation et de la putréfaction des plaies.
Il met ainsi en place des techniques antiseptiques pour réduire et contrdler les infections
induisant des taux de mortalité élevés. Par la suite, la découverte des premiers anesthésiques
va révolutionner la chirurgie. Le traitement des plaies fait un véritable bond en avant au début
du 20%™e siécle. Auguste Lumiére est I’un des pionniers de la cicatrisation moderne en mettant
au point un nouveau type de pansement, le « Tulle gras Lumiere », semi-occlusif, non
adhérent et en particulier, stérile. Il a aussi mis en place les régles d’'un bon pansement : (i)
étre changé tous les jours au début, puis moins fréquemment, (ii) étre non-adhérent, et (iii)
fermé avec un bandage stérile afin d’éviter que la plaie ne soit en contact avec le milieu
extérieur. Ce n’est qu’en 1960, que Georges Winter démontre que les plaies cicatrisent mieux
et plus rapidement en milieu humide et occlusif. Dés les années 1980 apparaissent les
hydrocolloides qui ont permis de révolutionner le traitement des plaies. Mais leurs
inconvénients comme la macération ou les odeurs émises au niveau de la plaie ont fait
poursuivre la recherche de nouveaux pansements comme les hydrocellulaires. Dés le début
des années 2000, les pansements possédant des principes actifs explosent sur le marché. De
nos jours, énormément de produits commerciaux sont destinés spécifiquement au soin d’'une
plaie grace a I’élaboration de différents matériaux.
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La premiere partie de ce chapitre aborde les différents types de plaies et leur cicatrisation,
avec une approche plus centrée sur les plaies chroniques. La deuxieme partie de ce chapitre
présente les différents types de pansements utilisés dans la gestion des plaies chroniques
allant du pansement simple au pansement intelligent. La troisieme partie traite des protéases,
un marqueur biologique important et intervenant dans la gestion des plaies chroniques. La
guatrieme partie du chapitre présente I'objectif du projet de these et le cahier des charges
qui en découle afin de le réaliser.
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Partie 1. Plaies et cicatrisations, des plaies aiglies aux plaies chroniques
1.1. Les plaies et la cicatrisation
1.1.1. La peau : structure, physiologie et renouvellement

La peau est |'organe le plus grand et le plus lourd de notre organisme. Chez I’adulte, elle
représente en moyenne 2,3 m? et environ 10 a 16% de la masse totale du corps.! Cette
enveloppe vivante, représentée dans la Figure 4, est la premiére barriere qui protege notre
corps. Elle est constituée de trois couches : I'épiderme, le derme et I'hypoderme, de la couche
la plus superficielle a la plus profonde.

4

/
=/

Mélanocytes

Epiderme <—f

Derme

Hypoderme Glande

sudoripare

Vaisseaux
sanguins - Follicule —

pilleux Glande
sébacée

Figure 4. Structure de la peau.?

La couche superficielle, I'épiderme, est un tissu non vascularisé d’épaisseur de 0,5 a 1 mm.
Son réle principal est d’assurer 'imperméabilité et la résistance de la peau.>™ Il s’agit d’un
épithélium pavimenteux pluristratifié® qui est composé de deux types de cellules, (i) les
kératinocytes a 90-95% et (ii) les mélanocytes. Les kératinocytes sont responsables de la
syntheése d’une protéine, la kératine qui assure I'imperméabilité de la peau et la rend plus
résistante aux agressions extérieures. Les mélanocytes, produisant la mélanine, permettent
de pigmenter la peau et de la protéger des rayonnements ultraviolets (UV).

Le derme est un tissu conjonctif tres vascularisé de 1 a 4 mm d’épaisseur. |l est composé de
fibroblastes et de globules blancs entourés par la matrice extracellulaire (MEC) qui elle-méme
est constituée de nombreuses protéines et d’eau. Les fibroblastes synthétisent les fibres de
collagene qui permettent de résister aux tensions et aux tractions exercées lors de
mouvements. Le derme possede plusieurs fonctions essentielles au bon fonctionnement de
I’organisme telles que, (i) la fonction sensitive, (ii) la fonction de nutrition, (iii) la fonction de
thermorégulation et enfin (iv) une fonction de détersion, grace a la présence de glandes
sudoripares, produisant I’'urée contenue dans la sueur.’
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L’hypoderme, couche la plus profonde de la peau, est un tissu adipeux vascularisé composé
de lobules adipeux contenant les adipocytes, cellules spécialisées dans le stockage des
triglycérides. Il assure un réle de protection thermique et mécanique.®

Grace a cette organisation, la peau assure plusieurs fonctions, (i) la sensorialité, (ii) la
régulation thermique et (iii) la protection.

Comme la plupart des tissus de I'organisme, la peau a besoin d’étre renouvelée et vascularisée
en permanence.® Le renouvellement de la peau concerne en particulier I’épiderme. En effet,
grace a la migration des cellules de la lame basale vers la couche cornée, la totalité de la
couche est renouvelée en 45 jours. Cela se fait en deux processus, (i) la kératinisation, ou en
migrant, les kératinocytes s’aplatissent, s’enrichissent en kératine et par la suite perdent leur
noyau et (ii) la desquamation, ou les kératinocytes morts en surface se détachent en
emportant incidemment des microbes et/ou des corps étrangers.

En dehors de ce phénomene physiologique, la peau peut étre altérée de fagon plus ou moins
importante : on parle alors de plaie. Cela veut dire que le role de barriere ne peut plus étre
entierement assuré, laissant ainsi une voie d’entrée a différents agents pathogenes. Les plaies
sont classées en fonction de leur durée et de la cause de leur formation ; on les classe en deux
types : les plaies aiglies et chroniques.

1.1.2. Définition des plaies dites aiglies

Une plaie dite aiglie est définie comme une rupture de l'intégrité épithéliale des tissus.® Cette
rupture peut étre plus profonde et concerne les tissus sous-épithéliaux, notamment le derme,
le tissu conjonctif et les muscles. Les plaies peuvent étre causées par une agression physique
lorsque la peau est déchirée, coupée ou perforée (une plaie ouverte) ou lorsqu'un
traumatisme d{ a un objet contondant ou a une chute provoque une contusion (une plaie
fermée). En fonction de ces différentes agressions, les plaies sont réparties en 4 principaux
groupes, (i) les plaies traumatiques, (ii) les plaies post-opératoires, (iii) les bralures et (iv) les
abrasions de la peau (dermabrasion).

1.1.3. Processus de cicatrisation des plaies aiglies

En fonction de I'importance de la plaie et du traitement nécessaire, différentes catégories de
plaies aiglies sont définies. La dégradation plus ou moins sévere de la peau va déclencher le
processus de cicatrisation dont I'objectif va étre de réparer l'intégrité de la peau. Les plaies
aiglies suivent un processus de cicatrisation classique avec des étapes régulées amenant a la
formation d’un tissu cicatriciel. Cependant, une plaie qui présente une inflammation
prolongée, retardant le phénomeéne de cicatrisation, est considérée comme chronique.®

La cicatrisation d’une plaie aiglie est un processus biologique spontané qui peut étre divisé en
4 phases impliquant plusieurs acteurs cellulaires et biochimiques (telles que les cellules
sanguines et parenchymateuses, les cellules de la MEC mais aussi des médiateurs solubles?®).

25



Les phases impliquées sont (i) I’'hémostase (ii) I'inflammation (iii) la prolifération et (iv) le
remodelage. Elles sont cliniguement distinctes et se recoupent dans le temps, comme le
montre la Figure 5.

Immédiat 1a4jours 4321 jours 21 joursa 2 ans

I. Hémostase

Caillot sanguin

i 1l. Inflammation

Fibroblaste  — =
Macrophage \.‘

Vaisseau sanguin —-I - : "_’

—
Prolifération des fibroblastes J'

Graisse sous-cutanée ——— iy 4 IV. Remodelage

Epiderme fraichement cicatrisé 4_"

. ,
. n sz o e -
Derme fraichement cicatrisé ————" " |

e T i 4

Cro(ite

Ill. Prolifération

Figure 5. Biologie de la plaie : les 4 phases de la cicatrisation.

l. L’hémostase

Cette phase commence peu de temps aprés une blessure et se termine généralement en
quelques heures.*>1? Elle est caractérisée par la vasoconstriction et la coagulation. La rupture
des vaisseaux sanguins et lymphatiques expose le tissu au sang. La cascade de coagulation est
activée en méme temps que les plaquettes, ce qui entraine le dép6t d'un caillot
hémostatique. Il est composé de fibrine et sert également a concentrer les cytokines et les
facteurs de croissance qui sont générés. La coagulation conduit a I’hémostase, ce qui amorce
la cicatrisation par la libération de facteurs (tels que le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)
et le facteur de croissance transformant (TGF-B1#)) provoquant un processus inflammatoire.

Il. L’'inflammation

Elle se termine en général dans les premiéres 48-72h, mais peut durer jusqu’a 7 jours.' Cette
phase permet d’éliminer les organismes et les débris infectieux de la plaie. La vasoconstriction
initiale est suivie d’'une vasodilatation et augmente la perméabilité capillaire en réponse a
I’histamine et a d’autres médiateurs vasoactifs. Le plasma sanguin va pouvoir circuler avec les
neutrophiles et les macrophages, et vont participer aux fonctions anti-infectieuses, contribuer
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au débridement de la plaie en éliminant les cellules mortes ainsi qu’au remodelage de la MEC
par phagocytose.

Cette phase est notamment caractérisée par I'apparition de signes spécifiques appelés signes
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cardinaux de l'inflammation,'® comprenant (i) le développement d’'un cedéme et d’un

érythéme au sein de la plaie, (ii) une sensation de chaleur et (iii) une douleur pulsatile.

. La prolifération

Elle intervient 2 a 10 jours apreés la blessure.'® Le réle principal de cette phase est de restaurer
une barriere épithéliale stable pour la formation d’un tissu cicatriciel grace a I’agrégation des
kératinocytes. Les macrophages et les neutrophiles sécretent des cytokines et chimiokines
afin d’amorcer le recrutement et la prolifération cellulaire au niveau de la lésion.!! C’est ainsi
que le processus de granulation apparait. Le tissu de granulation est appelé ainsi en raison de
son aspect granulaire et est composé de nombreux vaisseaux sanguins.

Sa genése est associée a (i) la prolifération fibroblastique, (ii) la synthése de la MEC par les
fibroblastes, (iii) I'angiogenese, favorisée par I’hypoxie tissulaire de la plaie et la dégradation
de la MEC par les protéases synthétisées par les fibroblastes, mais aussi (iv) la transformation
des fibroblastes en myofibroblastes, ce qui rapproche les bords de la plaie et provoque une
contraction de la plaie.’” La contraction réduit la taille de la plaie et, par conséquent, la
quantité de MEC nécessaire pour combler la plaie, ce qui facilite la ré-épithélialisation en
réduisant la distance que doivent parcourir les kératinocytes en migration.

A la fin de cette phase les fibroblastes commencent a subir I'apoptose, convertissant le tissu
de granulation d'un environnement riche en cellules en un environnement constitué
principalement de collagéne.®®

V. Le remodelage

Le remodelage se produit 2 a 3 semaines aprés la blessure et peut durer plusieurs mois (8™
jour a 2 ans).’ La durée de cette phase est affectée par la taille de la plaie et par le fait qu'elle
ait été initialement fermée ou laissée ouverte.

Cette phase est caractérisée par le remodelage du tissu dermique, les fibroblastes continuant
a stimuler la synthese de collagene. Il y a une production rapide de collagene, mais il n'y a pas
de gain net, car |'ancien collagéne est dégradé par les MMP (métalloprotéases de la matrice).
Le collagene est libéré dans la MEC ou il s"auto-assemble en triple hélices et commence a
former des fibrilles et fibres plus importantes par le biais d'interactions intra et
intermoléculaires. Le résultat final forme un tissu cicatriciel, un maillage de collagene tres
stable et solide.'%%°
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La deuxieme caractéristique de cette étape est I'apoptose, et donc le nombre de types de
cellules tels que les macrophages, les kératinocytes, les fibroblastes et les myofibroblastes est
réduit.??

Le remodelage est régulé par les fibroblastes grace a la synthése de composants de la MEC et
de MMP qui contrélent la différenciation cellulaire.?? Tous ces changements produisent un
environnement déficient en cellules avec un excés de tissu conjonctif. Les vaisseaux sanguins
qui ne sont plus nécessaires meurent par apoptose, et les autres acquiérent une membrane
basale et deviennent relativement imperméables. Tous ces facteurs entrainent une
augmentation de la résistance a la tension et une diminution de I'érythéme et du volume du
tissu cicatriciel, ce qui donne I'apparence finale de la cicatrice.

Cependant, certaines plaies ne suivent pas ce processus classique de cicatrisation et restent
en phase inflammatoire prolongée ; ce sont des plaies dites chroniques.

1.2. Les plaies chroniques
1.2.1. Définition

On considere comme chronique une plaie n"ayant pas suivi les étapes classiques de la
cicatrisation au bout de 3 mois de la blessure.?® Elle reste a un stade inflammatoire prolongé
avec une incapacité des cellules de la peau a refermer la plaie, exposant ainsi les tissus
endommagés a un risque d'infection grave.?*

A I’heure actuelle, la Société Frangaise et Francophone des Plaies et Cicatrisations (SFFPS) a
indiqué gu’environ 2,5 millions de personnes (soit 3,7%) souffraient de plaies chroniques en
France. Alors qu'environ 9 % de la population mondiale souffre de diabete, le traitement de
ces plaies reste un réel challenge pour les cliniciens qui doivent comprendre les processus de
chronicité de ces plaies afin de pouvoir les soigner efficacement.?>2° La prévalence de ce type
de plaies est liée a différents facteurs, allant du vieillissement de la population a
I"augmentation de I’obésité ou de la sédentarité.

1.2.2. Classification des plaies chroniques

Les patients les plus susceptibles de présenter des caractéristiques de plaies a cicatrisation
chronique sont classés en 3 grandes catégories : (i) les escarres, (ii) les ulcéres de jambe
veineux, et (iii) les plaies du pied diabétique, qui constituent la majorité des plaies dont la
cicatrisation prend plus d'un an.?’

1.2.2.a. Les escarres

L’escarre, est une plaie chronique nécrotique des tissus mous d’origine ischémique secondaire
a la compression de ces tissus entre un plan dur et une saillie osseuse. Cette compression
forte/prolongée entraine une interruption de la circulation sanguine vers la peau, conduisant

28



a une hypoxie qui va étre responsable d’une souffrance tissulaire et donc de la nécrose des
tissus. Les facteurs responsables de ce type de plaie sont de plusieurs types : (i) la pression et
un support inadapté, (ii) les mauvaises positions, (iii) I'état cutané (dénutrition,
déshydratation, incontinence, macération...), (iv) les troubles de la sensibilité et de la mobilité
et (v) les autres pathologies telles que I'athérosclérose (diabéte, cholestérol et artérite).

Les escarres sont localisées sur plusieurs zones montrées sur la Figure 6 : au niveau du sacrum,
du talon de I'occiput (au niveau de la téte) et du trochanter (au niveau de la hanche) pour des
patients en position allongée, et au niveau du sacrum et de I'ischion pour des patients en
position assise.

Trachanter
(couché latéral)

t 1 1

Talon Sacrum Qeciput
(enfant)

Sacrum

Ischion

Figure 6. Localisation des escarres (Source : escarre.fr).

Les moyens de prévention des escarres se font en plusieurs étapes. D’abord on évalue le
risque d’escarre du patient, puis on vient soulager la pression. On ajuste le matériel sur lequel
est le patient (matelas, sur-matelas), on modifie la position du patient de fagon trés fréquente,
généralement toutes les 3 heures au minimum. S’ajoute a cela le maintien du bon état cutané
avec une bonne hygiéne, hydratation, nutrition, mais aussi I'effleurage des zones a risques
(massages).

1.2.2.b. Les ulcéres veineux de la jambe

Les ulcéres veineux de la jambe ont tendance a se développer lorsqu’il existe un probleme de
circulation du sang dans les veines de la jambe provoquant une augmentation de la pression
qui va détériorer de facon progressive les vaisseaux sanguins de la peau. Elles apparaissent
généralement au niveau de la malléole médiale, montrée sur la Figure 7, et touchent
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principalement les personnes agées souffrant de maladies sous-jacentes (diabéte, insuffisance
cardiaque).

Figure 7. Ulcére veineux de la jambe (Source : medicinus.net).

La physiopathologie de cette affection est complexe, mais elle est largement associée a
I'insuffisance veineuse chronique (IVC) et est causée par la défaillance de la pompe musculaire
du mollet responsable de la circulation sanguine veineuse. Elle peut étre aussi causée par des
reflux des veines superficielles ou profondes ou une obstruction dans les veines profondes.
Les moyens de prévention de ce type d’ulcére sont (i) une bonne hygiéne de vie, (ii) une
mobilisation adaptée, (iii) une prise en charge pluridisciplinaire (dermatologie, chirurgien...)
et (iv) un soin des plaies spécifiques.

1.2.2.c. Les plaies diabétiques

L'ulcére du pied diabétique est I'une des complications les plus dévastatrices et les plus
fréquentes du diabéte, avec une prévalence de 5,1% en France.?® Selon I'lWGDF (International
Working Group on the Diabetic Foot), la définition du pied diabétique est la suivante :
« infection, ulcération ou destruction des tissus profonds du pied associée a une neuropathie
et/ou a une artériopathie périphérique des membres inférieurs chez le diabétique ».?° Le
risque d’ulcération du pied pendant la vie d’une personne diabétique est compris entre 15 et
25%.30

Les ulcéres du pied diabétique sont toujours accompagnés d'hypoxie.>' Une hypoxie
prolongée peut étre le résultat d'une perfusion insuffisante et d'une angiogenese inadéquate,
deux facteurs qui nuisent a la cicatrisation des plaies. L'hypoxie peut intensifier la réponse
inflammatoire précoce de la cicatrisation normale et, par conséquent, augmenter les niveaux
de radicaux d'oxygéne, qui prolongent les dommages tissulaires.?? L'hyperglycémie peut
également aggraver le stress oxydatif lorsque la production de dérivés réactifs de I'oxygéne
(DRO) dépasse la valeur de la capacité anti-oxydante.?3 In vitro, les sucres atypiques peuvent
étre toxiques pour les fibroblastes et les neutrophiles ; par conséquent, chez les diabétiques,
ils peuvent entrainer une plus grande vulnérabilité aux infections.3
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Le diagnostic des plaies du pied diabétique peut étre classé suivant sa sévérité grace a la
classification de I'lWGDF, répertoriée dans le Tableau 1.

Grade Etat d’infection Observations

1 Non infecté Aucun symptéme ni de risque d’infection

2 Infection légere Atteinte cutanée uniquement: chaleur/sensibilité locale;
durcissement ou gonflement local ; érytheme compris entre
0,5et2cm

3 Infection modérée  Erythéme > 2 cm et une des constatations du grade 2;

infection atteignant les structures au-dela du tissu sous-
cutané ; pas de réponse inflammatoire systémique ;

4 Sepsis sévere Au moins 2 caractéristiques parmi les suivantes :
- Température > 38°C ou < 36°C
- Leucocytes > 12000 ou < 4000/mm?3
- Fréquence cardiaque > 90 battements/mn
- 10% de formes leucocytaires immatures
- Fréquence respiratoire > 20 cycles/mn
- PaC0O; < 32mHg

Tableau 1. Classification sur le pied du diabétique selon I'TWGDF.

Cette classification permet au personnel médical une évaluation rapide et une prise en charge
adaptée de ce type de plaie chronique. Son traitement releve d’une prise en charge
pluridisciplinaire puisqu’en plus de traiter I'infection, il faut amener une correction du
positionnement du pied et un rétablissement de la vascularisation. Le traitement de I'infection
se fait en deux temps avec (i) une intervention chirurgicale pour le débridement de la plaie et
la diminution de la charge bactérienne, puis (ii) un traitement antibiotique local ou général
afin d’éliminer les charges bactériennes restantes.3®

Lorsque la plaie est en voie de cicatrisation le personnel médical va prescrire du matériel
spécialisé au patient dans le but de minimiser les contacts anormaux et de travailler vers une
modification de I'architecture du pied.3®
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1.2.3. Physiopathologie des plaies chroniques

La physiopathologie complete des plaies chroniques reste encore mal comprise. Le retard de
guérison est souvent d( a des complications dites « périphériques » telles que la neuropathie,
I'ischémie (diminution de I"apport sanguin au niveau d’un organe) ou les maladies artérielles.
Ces maladies sont généralement corrélées avec du diabéte, ol le taux de glycémie élevé
entraine une détérioration relative des fibres nerveuses mais aussi une réduction de la taille
des capillaires dans les extrémités du corps. Ces complications périphériques influencent la
protection, la vascularisation et |I'oxygénation de la plaie, facteurs connus ; entre autres, pour
favoriser la guérison.39

Des facteurs externes tels que la pression, la température, I'humidité ou méme le pH peuvent
jouer un roéle sur le processus de cicatrisation, du fait que la plaie, pour bien former le tissu
cicatriciel, doit rester dans un environnement optimal.

l. Humidité, température, pression

L'humidité est un facteur important qui doit étre rigoureusement régulé. Les cellules
impliquées dans la cicatrisation telles que les fibroblastes, comme vu dans le paragraphe 1.1.3.
Processus de cicatrisation des plaies aigiies (phases de prolifération et remodelage) ont besoin
d’un taux d’eau de 70% pour avoir une activité métabolique suffisante pour permettre la
cicatrisation.?’ Cependant, un excés d’humidité peut provoquer la formation de biofilms
(amas de cellules bactériennes), qui conduisent a l'infection de la plaie.®®

Une hausse de la température peut favoriser le développement des bactéries sur le site de la
plaie, menant a une forte infection.?® De méme, une pression anormale de nature physique
peut jouer un rdle dans la non-reconstruction du tissu endommagé.*%4!

1. Hypoxie

Un autre facteur contribuant a la chronicité de la plaie est I'hypoxie des tissus. Elle est définie
comme un état de réduction des niveaux d'oxygene, qui peut étre due soit a une diminution
des apports/réserves d’oxygeéne, soit a une augmentation importante de la consommation
d'oxygene au sein de la plaie. Dans le processus normal de cicatrisation des plaies (cf.
paragraphe 1.1.3. Processus de cicatrisation des plaies aiglies, phase de prolifération),
I'hypoxie locale se retrouve généralement au stade initial de la phase d'inflammation. Ceci est
d@ a la stabilisation du facteur 1-alpha inductible par I’hypoxie (HIF1), qui est impliqué dans la
régulation de I'homéostasie de |'oxygene régulant l'angiogenese et la reprogrammation
métabolique.

Le diabete est fréquemment associé a I'hypoxie et altere la néovascularisation induite par
I'ischémie et d'autres formes de réponses adaptatives des cellules et des tissus a de faibles
niveaux d'oxygene. L'hyperglycémie semble étre a l'origine de cette perturbation. Cela
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entraine une réduction de la formation du HIF1, provoquant une hypoxie importante et
contribuant ainsi a la chronicité de la plaie.#*43

m. pH

Le pH de la peau quant a lui s’avere étre également un facteur important et intervient dans le
processus de cicatrisation. Le pH de la peau est autour de 5,5 alors que le pH interne est de
7,4. Lorsque la peau est |ésée, le tissu interne endommagé est exposé a I'environnement
immeédiat. Cette différence entraine des variations de pH dans le lit de la plaie pouvant affecter
une bonne cicatrisation.** Quant aux plaies chroniques, elles ont généralement un pH
supérieur a 7,6 ce qui semble étre I'une des raisons de la chronicité de la plaie. En effet, des
recherches récentes ont montré qu'un pH faible semblait augmenter I'oxygénation des plaies,
diminuant les niveaux de MMP permettant d’induire la prolifération bactérienne et menant a
une évolution de la cicatrisation.3944

V. Les facteurs inflammatoires

La cicatrisation des plaies chroniques ne suit pas une séquence systématique. Au contraire,
elles sont caractérisées par un stade inflammatoire prolongé, conduisant a I'accumulation de
cellules inflammatoires telles que les neutrophiles, les macrophages, les lymphocytes T ou les
fibroblastes sur le site de la plaie. De maniere classique, chaque cellule a un réle a jouer dans
la phase d'inflammation, provoquant ainsi douleur, rougeur, chaleur et gonflement.?> Au
niveau moléculaire, ces cellules sécretent des facteurs inflammatoires qui, dans le cas de
plaies aigués, déclenchent la cascade de guérison i.e. la phagocytose, I'angiogenese, le
recrutement cellulaire, I'activation et la régulation des débris de la plaie. L'objectif principal
est de détruire la MEC endommagée pour permettre la formation d'une matrice provisoire.?
Les fibroblastes sont, entre autres, responsables de la formation de la MEC, comme vu dans
la phase de remodelage dans la Partie 1.1.3. Processus de cicatrisation des plaies aiglies. Mais,
comme la plaie reste au méme stade inflammatoire, les cellules s'accumulent, empéchant
ainsi la cicatrisation. En conséquence, les interleukines 6 (IL-6) et 1B (IL-1R8) sont libérées par
les neutrophiles et les macrophages et empéchent la réparation des tissus. Ceci induit la
libération de protéines chimio attractives des monocytes (MCP), recrutant des monocytes qui
vont se différencier en macrophages pour maintenir ce stade inflammatoire.!! La plaie ne va

11

pas évoluer ni cicatriser,”* et va rester ouverte et devenir plus sensible aux infections

bactériennes que la normale.

Ces cytokines pro-inflammatoires sont également responsables du recrutement d'enzymes,
de protéases telles que les MMP, au sein du lit de la plaie. Ce sont des endopeptidases a zinc
importantes pour l'intégrité de la MEC, qui, lorsqu’elles sont en conjonction avec leurs
inhibiteurs TIMP (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases), induisent la dégradation de
la MEC et la reconstruction provisoire d’'une matrice. Une inflammation constante des plaies
chroniques induit une surexpression des MMP, entrainant une dérégulation de I’équilibre du
systeme MMP/TIMP empéchant ainsi toute cicatrisation. Il est a noter que les MMP
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constituent un marqueur important des plaies chroniques pour leur suivi au niveau
moléculaire. Il s’agit d’ailleurs d’un des biomarqueurs que nous avons choisi d’étudier dans
cette these.
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Partie 2. Les pansements
2.1. Présentation et intérét des pansements

Les pansements sont sélectionnés sur la base d'une évaluation clinique de la plaie. Il existe
plusieurs prérogatives qui doivent étre respectées lors du choix d'un pansement pour les
plaies chroniques :

- Le maintien d'un environnement humide dans le lit de la plaie
- La minimisation de l'irritation ou de la friction de la peau
- La prévention ou le traitement de I'infection.

Le mécanisme des plaies chroniques n'étant pas entiérement connu a ce jour,* il en résulte
une grande difficulté dans le choix des pansements. Il existe aujourd'hui une vaste gamme de
pansements commercialement disponibles.

Les pansements traditionnels sont des pansements « passifs » (naturels ou gazes) dont le réle
est d’absorber I’exsudat et de protéger la plaie en la recouvrant tout simplement. lls doivent
étre remplacés régulierement et ne fournissent pas un environnement humide propice a la
cicatrisation des plaies. lls sont généralement utilisés comme pansements primaires
(directement en contact) pour les plaies les plus bénignes ; ou secondaires, ce qui signifie qu’ils
sont utilisés comme recouvrement pour un autre type de pansement. Cependant ce type de
pansement n’offre aucune méthode active afin de favoriser la cicatrisation. Les pansements
modernes sont de plus en plus congus comme des « plateformes » permettant de fournir des
structures modifiables pour la reconstruction des tissus pouvant notamment délivrer des
molécules bioactives a la plaie de maniere contrélée. Ce sont des matériaux interactifs, dont
I"application sera utilisée pour des pansements qualifiés de bioactifs, tels que les mousses, les
sprays, les hydrogels, les hydrocolloides ou les hydro-fibres qui favorisent la cicatrisation et
protégent les plaies contre les infections bactériennes.*®

2.2. Les pansements bioactifs

Plus récemment, les pansements bioactifs ont été développés afin de maintenir un bon
environnement au sein du lit de la plaie. Leur fabrication utilise généralement des
biomatériaux qui jouent un réle important dans le processus de guérison. lls sont connus pour
leur biocompatibilité, leur biodégradabilité et sont généralement dérivés de sources
naturelles telles que I'alginate,*® le collagéne,*’ I'élastine,*® I'acide hyaluronique®® et plus
récemment le chitosane.”® Les pansements bioactifs appartiennent a la catégorie des
pansements interactifs pour plaies et brillures de la Food and Drug Administration (FDA) des
Etats-Unis.>! Chaque type de pansement bioactif mentionné ci-dessus va étre détaillé dans les
paragraphes suivants.
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2.2.1. Alginates

Les pansements a base de matériaux alginiques sont bien connus dans la littérature et, d'un
point de vue commercial, dans le traitement des plaies.>? Les alginates, dont la structure
chimique est représentée dans la Figure 8, sont des copolymeéres linéaires d’acide
mannuronique (ManA, M et M-block en rouge) et d’acide guluronique (GluA, G et G-block, en
bleu) qui existent dans de nombreuses espéces d'algues brunes. Sur la Figure 8, en vert
correspond un enchainement de G puis M et inversement (MG/GM-block).

OH OH
“00C

-0 “00cC \“\“
HO \/
HO OH on
OH
ManA (M) GulA (G)

— e —— P s s e s o n mm n s =

G-block M-block MG/GM-block

Figure 8. Structure chimique de I'alginate.>?

Les fibres d'alginate peuvent étre préparées en extrudant des solutions d'alginate de sodium
dans une solution de sel de calcium ou dans une solution acide pour produire respectivement
I'alginate de calcium ou les fibres alginiques correspondantes. En général, le degré de
cristallinité des fibres d'alginate est de |'ordre de 30% avec un degré d'absorption d'eau de
90% apres immersion dans |'eau. Les fibres de ce type ont été largement utilisées dans les
applications de pansement en raison de leur excellente biocompatibilité, de leur non-toxicité
et de leur bio-activité potentielle.

Les fibres d'alginate (sous forme de sels de calcium) interagissent avec les exsudats de la plaie
pour former un gel humide, protecteur,*® ceci étant di a I'échange d'ions entre les ions
calcium dans la fibre et les ions sodium dans les exsudats®* montrés dans la Figure 9. Au
contact des exsudats (en 1), il en résulte un échange d’ions Na* et d’ions Ca?* entre la plaie et
le pansement provoquant ainsi la gélification des fibres d’alginates. Le pansement est
hémostatique (en 2) car il libére des ions Ca?* entrainant I’activation plaquettaire.
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Figure 9. Mécanisme d'action du pansement d'alginate (Source : Klinion, Mediay).

Les pansements a base d’alginate sont largement utilisés. En effet, leur propriété gélifiante
élimine le piégeage des fibres dans la plaie et permet de retirer le pansement sans
traumatisme important, réduisant ainsi la douleur ressentie par le patient lors du changement
de pansement. Elle fournit a la plaie un environnement humide qui favorise la guérison grace
alarapidité de conduction de granulation et de ré-épithélialisation permettant une réparation
plus esthétique de la plaie.>® Ce type de pansement est optimal dans le cas d’une plaie a
exsudation modérée. Comme ils ont besoin d'humidité pour former une structure de gel, ils
ne peuvent pas étre utilisés sur des plaies séches ou sur des plaies avec des tissus nécrotiques
durs, ce qui entrafnerait une déshydratation supplémentaire des plaies et retarderait ainsi le
processus de cicatrisation.

Comme alternative au pansement d'alginate standard, de nouveaux pansements ont
également été testés tels que des pansements aux fibres d'alginate de zinc. Ces dernieres sont
faciles a modifier en incorporant des microéléments ou d'autres substances biologiquement
actives qui accélérent le processus de guérison ou ont des propriétés bactériostatiques.®® Elles
présentent une forte absorption d'humidité et une accélération de la cicatrisation. En plus des
pansements aux fibres d’alginate de zinc,”’ les pansements d’alginate d’argent (ol I’argent est
sous la forme d’un complexe organique) sont particulierement efficaces dans le traitement
des br(lures.>®

Aujourd'hui, des pansements a base d’argent sont fabriqués par des entreprises de référence
telles que 3M Healthcare, Smith & Nephew et ConvaTec pour traiter les plaies aigués et
chroniques en Amérique du Nord et en Europe.

Il existe de nombreux pansements a base d'alginate actuellement sur le marché et quelques-
uns sont résumés dans le Tableau 2.
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Pansement / Laboratoire

ALGISITE® M

Smith and Nephew

ALGOSTERIL®

Brothier

ASKINA SORB®+CMC

P. Braun

BIATAIN® Alginate Ag

Coloplast

KALTOSTAT®

ConvaTec

MELGISORB®+CMC

Méinlycke

REALEASE® Control

KCl médical

SORBALGON®

Hartmann

SUPRASORB A®

Laumann & Rauscher

TEGADERM® Alginate
3M Healthcare

URGOSORB®

Urgo

Composition et Fonction

Fibres d’alginate de calcium.

Formation d’un gel humide pouvant adsorber les bactéries

Fibres d’alginate de calcium sous forme non tissée.

Cicatrisant hémostatique diminuant le risque infectieux

Fibres d’alginate de calcium et de carboxyméthylcellulose (CMC).
Absorption des exsudats par échange ionique entrainant la formation
d’un gel humide favorisant les échanges gazeux a la surface de la plaie
Fibres d'alginate de calcium/argent et de CMC.

Effets hémostatique et antimicrobien en continu

Fibres d’alginate de calcium.

Absorbance des exsudats favorisant I’hémostase

Fibres d'alginate de calcium/argent et de CMC.

Antimicrobien pouvant réduire l'odeur des plaies infectées et
formation d’un gel maintenant un environnement humide

Fibres d’alginate de calcium/sodium.

Formation d’un gel humide et contréle des exsudats par absorption

Fibres d'alginate de calcium et de CMC.

Formation d’un gel humide, action hémostatique

Fibres d’alginate de calcium.

Absorption de I’exsudat et formation d’un gel piégeant les bactéries
et les débris cellulaires

Fibres d’alginates.

Pansement primaire quotidien absorbant

Fibres d’alginate de calcium et de CMC.

Accélération de la détersion par gélification des composants du
pansement au contact de la plaie

Tableau 2. Pansements bioactifs a base de matériaux d’alginate. Les remarques sont indiquées par les fabricants.
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2.2.2. Hydrocolloides

A l'origine, les hydrocolloides étaient utilisés pour soigner les stomies et ce n’est que plus tard
qu’ils ont été utilisés pour les plaies aigués et chroniques peu exsudatives.>® lls sont composés
de 40% de polyisobutyléne, 20% de carboxyméthylcellulose (CMC) sodique, 20% de gélatine
et 20% de pectine,®® dont les structures sont représentées dans la Figure 10 ci-dessous.

(|300'Na'
H,C
\o OH
~ on o) HO. OH
CH 0
o on o — oy
6-¢ LN o oL
H CHj i O_\OH |/ \| o/__. | n
n — —
| OH CH, pectine
polyisobutyléne o
CHy
— COONat — 1
CMC sodique
9 HH 9 H H 9 HH 9 OH
C—N—CIZ—C—N—(IZ—C—N—CIE—C—N
HSHuQ CH, H CH, H o
~weN-G-CN-C-CN_] ch, CH,  GN-EGN
CHs H QH2 Q:O 0o o
I}IH O I
CENH,
NH,
gélatine

Figure 10. Représentations des structures de polyisobutyléne, CMC sodique, pectine et gélatine.

Le pansement hydrocolloide permet d’absorber le liquide de la plaie et ainsi se transforme en
une masse gélatineuse. L'extérieur du pansement est recouvert d'un film de polyuréthane ou
d’une mousse, qui permet I'échange gazeux et protéege ainsi la plaie contre la contamination
de I'extérieur. En plus de cette mousse, des hydrocolloides sont également disponibles sous
forme de pate ou de granulés, tels que, sur la Figure 11, Algoplaque Pate du laboratoire Urgo,
qui est utilisé pour combler les plaies profondes.®° Ces pansements favorisent la cicatrisation
en générant un environnement humide et, grace a une intensification du processus
d'autolyse, permettent de débrider la plaie a |'avance.%6?
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Figure 11. Hydrocolloide sous forme de pdte, Algoplaque Pdte, Laboratoire Urgo.

Les hydrocolloides les plus récents sont composés entre 3,3 et 4,8 % en poids de CMC
réticulée, entre 0,3 et 0,53 % en poids d'alginate et le reste, de I'eau distillée.®? |Is présentent
un excellent débridement, de bonnes propriétés d'absorption, accélérent le débridement des
tissus nécrotiques dans les plaies chroniques, permettant ainsi une augmentation de la
cicatrisation de la plaie de 20%. Les hydrocolloides sont fréquemment utilisés dans le
traitement des plaies de pression. Pour cette application, les hydrocolloides sont plus efficaces
que les pansements de gaze en ce qui concerne le nombre de plaies cicatrisées,® la réduction
des dimensions des escarres,® le temps nécessaire pour le changement des pansements, %46
la capacité d'absorption, la douleur lors du changement des pansements®’ et les effets
secondaires.%®

Quelques exemples de pansements hydrocolloides commerciaux sont regroupés dans le
Tableau 3.

Pansement / Composition / Fonction
Laboratoire
ALGOPLAQUE® Particules de CMC insérées dans un réseau élastomere. Film supérieur

Urgo en polyuréthane semi-perméable.

Absorption des exsudats et formation d’un hydrogel non adhérent.

COMFEEL®  Plus Particules de CMC sodique encapsulées dans une masse synthétique
Contour absorbant I’humidité. Alginate de calcium pour augmenter absorption.
Film supérieur en polyuréthane semi-perméable.

Coloplast
Formation d’un gel visqueux absorbant I'exsudat sans adhérer a la
plaie.
DUODERM®E Particules de CMC insérées dans un réseau élastomére. Film supérieur
ConvaTec en polyuréthane semi-perméable.
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En contact de la plaie, formation d’un gel cohésif contenant les

exsudats.
TEGASORB Film de polyuréthane recouvert d’une couche adhésive acrylique.
3M Health Care Formation d’un gel visqueux humide non adhérent a la plaie.

Tableau 3. Pansements bioactifs hydrocolloides.

2.2.3. Collagéne

Le collagene est la protéine la plus abondante chez les mammiféres dans la MEC et est le
principal composant de la peau humaine (70 a 80%) qui assure l'intégrité structurelle. Il existe
plusieurs types de collagéne, le collagéne | qui est le plus abondant dans le corps que I'on
retrouve dans la peau et les tendons. Les collagénes Il, X et Xl sont retrouvés dans le cartilage,
le type lll au niveau de la peau et des muscles, et le type IV qui est le composant structurel
majeur de toutes les membranes basales. A noter ici que I'on va s’intéresser plus
particulierement au collagéne de type | dont le fonctionnement et ses applications seront
décrites dans les paragraphes ci-dessous.

La séquence tri-peptidique Pro-Hyp-Gly est tres abondante dans le collagene et lui confere
une structure en hélice allongée capable de s’auto assembler en triple hélice, puis en fibrilles
et en fibres®® (Figure 12). Sa composition est inhabituelle par rapport a d’autres protéines de
I’ECM, principalement en raison de sa teneur élevée en Hyp (hydroxyproline, un aminoacide
dérivé de la proline par hydroxylation via I’enzyme procollagéne-proline dioxygénase).

Fibrille de Collagéne Molécules de Collagéne

Triple Hélice
j TChaTne a

Fibre de Collagéne

/
TETE

1 N\

B Glycine . ‘
# Proline

@ Hydroxyproline

Figure 12. Représentation schématique du collagene (Source : X115® Magazine).

Parmi les matériaux constituant les pansement bioactifs et biocompatibles, le collagéne est
sans doute le biomatériau le plus prometteur, en raison de sa faible inflammation, de sa non-
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cytotoxicité et de sa propriété a favoriser la croissance cellulaire.®® Le collagéne est la protéine
extracellulaire prédominante dans le tissu de granulation de la plaie en cours de cicatrisation
et une augmentation rapide de la synthese de cette protéine dans la zone de la plaie se produit
peu aprés une lésion.”® En plus d'apporter force et intégrité a une matrice tissulaire, le
collagéne joue également un double réle dans I'hnémostase.”?

Le collagene | régit de nombreuses fonctions cellulaires des fibroblastes et des kératinocytes,
notamment |'adhésion, la différenciation, la migration, le dépot de la MEC et I'angiogenése
des cellules. Le collagene | est également capable de se lier aux protéases en exces, aux
cytokines inflammatoires et aux radicaux libres d’oxygene qui sévissent au sein du lit de la
plaie chronique. Le réle du collagene dans la réparation des tissus et la cicatrisation des plaies
est multifactoriel, ce qui favorise l'utilisation étendue de structures a base de collagene
exogene pour les applications de plaies chroniques. En effet, il présente des caractéristiques
adaptées a une application médicale, telles que la biodégradabilité et une faible antigénicité,
et a été utilisé au fil des années dans la préparation de sutures chirurgicales résorbables et de
matériaux de pansement.’?

D’un point de vue commercial, les principales applications des pansements a base de
collagene comprennent les films de collagene, les gels de collagene et les éponges de
collagéne.” Le collagéne de ces pansements est généralement d'origine bovine, équine,
aviaire ou porcine. En raison de son origine, le collagene collecté a partir de sources animales
est ensuite purifié afin de ne pas étre antigénique et est utilisé dans les pansements, ou il peut
varier en concentration ou en type.*’

Les pansements au collagene ont tous le méme objectif : encourager le dépdt et I'organisation
du collagene nouvellement formé, en créant un environnement qui permet au processus de
cicatrisation de se poursuivre de maniéere classique. lIs ont également la capacité de maintenir
une certaine humidité tout en absorbant les exsudats. Ils sont faciles a appliquer et a retirer
et sont confortables pour le patient.”* Quelques exemples de ces pansements sont listés dans
le Tableau 4.

Pansement / Laboratoire Composition / Fonction

Apligraf® Fibroblaste humain et collagene de tendon bovin

Organogenesis, Canton, MA | Fournit a la plaie des cellules cutanées humaines vivantes,
des facteurs de croissance et d'autres protéines produites
par les cellules, ainsi qu'une matrice de collagene

Biobrane® Membrane de silicone transparent, matrice tri-filamentaire

Smith & Nephew en nylon et mélange de peptides dérivés du collagene porcin
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Formation d’une barriére antimicrobienne, optimisation de
la croissance des fibroblastes favorisant la cicatrisation

Omnigraft® Collagene de tendon bovin et glycosaminoglycane de requin

Integra LifeSciences Corp. Couche de silicone recouvrant entierement la plaie et
permettant de la garder humide

Tableau 4. Pansements a base de collagéne.

2.2.4. Elastine

L'élastine, tout comme le collagene, est une protéine structurale qui participe a la composition
de la MEC, représentant environ 2% du poids sec de la peau. Les fibres d'élastine forment des
structures en forme de spirale principalement responsables de I'élasticité de la peau.”®
L’élastine est dégradée par une famille d’enzymes, les élastases. Elles sont sécrétées par les
macrophages et les fibroblastes. La dégradation de I'élastine peut se produire lors de la
formation du tissu cicatriciel ou dans les phénomenes de vieillissement de la peau. Dans le cas
des plaies chroniques, étant donné que les fibroblastes et les macrophages sont présents en
forte concentration dans le lit de la plaie, il est probable que I'élastase soit surexprimée,
dégradant constamment les fibres d'élastine en formation et donc la MEC, retardant ainsi la
cicatrisation.’® Les matrices d'élastine sont actuellement a I'étude pour la formation de
pansements d'hydrogel avec par exemple I'utilisation d’élastine d’origine bovine permettant
la synthése d’un hydrogel d'élastine poreux.”’

2.2.5. Acide hyaluronique

L'acide hyaluronique (AH), représenté sur la Figure 13, est un polysaccharide naturel qui
appartient a la famille des glycosaminoglycanes. Il est composé de deux sucres : |'acide D-
glucuronique et le D-N-acétylglucosamine.”®

Na™*
~ o oH _
O 0
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OH
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Figure 13. Structure chimique de l'acide hyaluronique.
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La plupart des cellules du corps sont capables de synthétiser ’AH a un moment donné de leur
cycle, ce qui démontre son role important dans des processus biologiques fondamentaux.

Dans des conditions physiologiques, il existe dans I'organisme sous forme de hyaluronate de
sodium et a été identifié comme un composant majeur de la MEC. Il se trouve généralement
dans le liquide synovial (entourant les articulations), le cartilage et les tissus de I'ceil et de la
peau. Il joue un réle majeur dans le processus de guérison en raison de ses propriétés
hygroscopiques, rhéologiques et viscoélastiques.”®

Il existe deux types d'AH :

- L'acide hyaluronique de haut poids moléculaire contenant plus de 25 disaccharides et
contribuant a la qualité de I'environnement de guérison,*

- L'acide hyaluronique de faible poids moléculaire contenant entre 4 et 25 disaccharides
et induisant I'angiogenése par ses produits de dégradation.®°

En raison de ces propriétés, I'AH et ses dérivés ont été largement utilisés au cours des deux
dernieres décennies pour divers dispositifs dermiques. Un exemple est celui du Regenecare®,
un hydrogel contenant de I’AH pour humidifier les cellules permettant de reconstruire la
matrice de la peau, de I’Aloe Vera pour réduire I'inflammation et stimuler la microcirculation,
de la lidocaine a 2% pour réduire la douleur et du collagene marin comme humectant et
barriere naturelle.

2.2.6. Chitine et chitosane

La chitine est un polysaccharide linéaire d'unités de N-acétyl-d-glucosamine (2-acétylamino-
2-désoxy-D-glucose) liées par des liaisons glycosidiques B-(1-4).81-83

Elle est dérivée de I'exosquelette d'arthropodes, de crustacés et de mollusques dont sa facilité
d'acces la rend commercialement intéressante pour une multitude d'applications
biomédicales.?* 8% Sa désacétylation partielle en milieu alcalin®” dans la Figure 14 permet
d’obtenir le chitosane, qui est toujours un copolymere linéaire de D-glucosamine et de N-
acétyl-D-glucosamine.
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Figure 14. Désacétylation partielle de la chitine en chitosane.

Le terme chitosane est généralement employé pour décrire une série de dérivés de la chitine
ayant différents degrés de désacétylation qui sont définis en termes de proportion de groupes
amino primaires dans le squelette du polymére et de leur poids moléculaire moyen.8® Ces
deux aspects sont importants car il a été démontré que les propriétés fonctionnelles du
polymeére dépendent directement de la mesure dans laquelle les groupes acétate ont été
éliminés.®°

Les principaux avantages du systéme, par rapport a son utilisation comme pansement,
résident dans le fait qu'il s'agit d'un produit naturel, biodégradable, non antigénique et non
toxique. Plus récemment, il a été démontré qu'il possédait des propriétés antimicrobiennes
considérables, un facteur important si I'on considére la durée pendant laquelle une plaie
chronique peut exister et la propension a l'infection.””788 || a été démontré que le chitosane
et ses divers dérivés présentent une grande variété de propriétés particulierement
avantageuses pour leur application dans les pansements pour plaies : cationiques a des
valeurs de pH typiques de la plaie, ils forment un film, présentent une légére gélification et
ont de fortes propriétés adhésives pour le tissu de la plaie. |l a également été démontré qu'ils

peuvent améliorer la coagulation et donc favoriser la cicatrisation.8%%°

Le polymeére peut étre facilement modifié par traitement chimique i.e. I'hydrolyse ou par
traitement enzymatique.®%®® De plus, les fonctions amine et hydroxyle de la chaine du
chitosane peuvent étre modifiées de différentes manieres, ce qui explique en partie le grand
nombre de dérivés qui abondent dans la littérature scientifique.
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Commercialement, on retrouve le Chitopack C (Eisai Co.) permettant la régénération tissulaire
ou encore ChitoSeal (Luna Innovations Inc.) un scellant hémostatique non toxique,
biodégradable adhérent aux tissus qui ont été lésés.

2.3. Les pansements connectés ou intelligents

Actuellement, les pansements sous forme de film, de mousse et d'hydrogel, restent le choix
privilégié pour la gestion clinique des plaies. Cependant, il est difficile d'obtenir
simultanément ['état réel de la plaie et de répondre au besoin dynamique d'une plaie
chronique dans le cadre du traitement passif des pansements actuels. La détection précoce
de l'infection et le traitement en temps réel sur la base du besoin de la plaie sont d'une
importance significative et doivent étre envisagés dans la prochaine génération de
pansements. Par conséquent, un systeme de pansement intelligent, permettant de surveiller
I’état des plaies en temps réel et permettant de délivrer des médicaments a la demande, est
particulierement nécessaire. Ce nouveau genre de technique de prise en charge des plaies est
en constante évolution afin de pouvoir &tre toujours plus précise et perfectionnée. A défaut
d’étre « intelligents » et capables de réagir a une information, des dispositifs connectés ont
été imaginés pour traiter des plaies chroniques. Cette évolution a commencé avec la thérapie
par pression négative (TPN) dont le dispositif est schématisé dans la Figure 15.

Absence de toxicité :
mousse de polyuréthane

Elimination des sérosités

; - Gestion des exsudats
Contrainte mécanique

Effet centripete
Expansion tissulaire inverse

Prévention des infections croisées
Hygiene, intégrité corporelle

Préservation d’un milieu
humide et tiede

Elimination du liquide interstitiel
Décompression tissulaire

Diminution de la charge
bactérienne
: 4 Stimulation du tissu de granulation

Amélioration de la circulation sanguine

Figure 15. La thérapie par pression négative. (Source : ActuSoins)

La TPN consiste a placer la surface d’une plaie sous une pression inférieure a celle de la
pression atmosphérique normale (760 mmHg). En 1997, sa commercialisation en France a
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permis de faciliter la cicatrisation des plaies chroniques. Ce dispositif, détaillé dans la Figure
16, est constitué de deux parties distinctes :

- La mousse qui va étre déposée au niveau du lit de la plaie, puis recouverte d’un film
de polyuréthane relié a un port d’aspiration

- Puis, ce dernier est relié a un systéme de pompe et de recueil des exsudats, qui seront
activés manuellement, une fois que la mousse et le film de polyuréthane seront en
place.”?

Port d’aspiration

Mousse

Hydrocolloide

Film polyuréthane

Plaie

Figure 16. Schéma du dispositif de thérapie par pression négative. (Source : ActuSoins)

Ce dispositif, pionnier dans le domaine des dispositifs connectés, a permis de donner
naissance a de nombreux projets qui combinent des capteurs permettant le suivi des plaies
ou encore le suivi de la cicatrisation. On peut alors parler de dispositifs « intelligents »
puisqu’ils réagissent a un stimulus extérieur et s’adaptent a la plaie. Ces dispositifs sont en
plein essor.

Un pansement « intelligent » aurait d’abord une fonction de diagnostic des plaies grace a
['utilisation de biocapteurs incorporés dans les pansements, pour générer un résultat en
guelgues minutes. Un biocapteur est un dispositif analytique qui a été congu pour transformer
un phénoméne biochimique (témoigné par la présence d’'un biomarqueur) en un signal
mesurable. Les biomarqueurs peuvent étre tres simples comme la température, le pH ou
I’hydrométrie. lls peuvent étre aussi de nature moléculaire, comme des protéines ou des
petites molécules organiques. La Figure 17 présente le principe de fonctionnement d’un
biocapteur permettant d’obtenir, a partir de I'analyte a détecter dans un échantillon, un signal
témoignant de sa présence. Cette donnée pourra étre traitée, enregistrée, stockée pour une
utilisation ultérieure. Le biocapteur combine un élément de reconnaissance biomoléculaire
(ERB) appelé biorécepteur et un transducteur, représentant le mode de détection. Le
transducteur peut étre de type optique, électrochimique, piézoélectrique ou encore
thermique.®?
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Figure 17. Principe de fonctionnement d'un biocapteur.

Le développement de dispositifs intelligents pour combler et apporter de nouvelles données
sur les plaies chroniques constitue une bonne approche de ce domaine en plein essor. Les
facteurs conduisant a une plaie chronique peuvent étre distingués en deux catégories, (i) les
facteurs physiques regroupant le pH la température et I'humidité et (ii) les facteurs
biochimiques tels que la flore bactérienne, I’oxygénation, I’acide urique ou encore les MMP.%3

2.3.1. Les facteurs physiques
2.3.1.a. Le pH

Différents types de capteurs de pH ont été créés et d’autres sont en voie de développement
pour le suivi de plaies chroniques. Lorsqu’une plaie est ouverte et exposée a I’environnement
extérieur, son pH augmente dans une gamme variant de 7,15 a 8,90. Au contraire, lorsqu’une
plaie se cicatrise, le pH devient neutre puis acide.®* La plupart des systémes de détection
reposent sur une variation colorimétrique ou sur I’émission de fluorescence afin de mesurer
le pH. Les valeurs obtenues sont comparées a une gamme existante, ou une variation de
couleur correspond a un changement de pH au niveau du lit de la plaie.

En 2016, Tamayol et son équipe ont mis au point un pansement composé de fibres d"hydrogel
intégrant des microparticules de silice chargées en un colorant sensible (dans ce cas, jaune)
aux variations de pH 6,4 a pH 8.%° Les microfibres sont flexibles et peuvent créer un contact
avec la peau et sont biocompatibles en raison du fait qu’aucun relargage des particules n’est
retrouvé dans le lit de la plaie. La lecture de la variation du pH se base sur un examen visuel
grace au systeme de variation colorimétrique du patch. Cela peut se faire aussi avec la caméra
d’un smartphone qui peut permettre de créer une carte quantitative du pH des fibres
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d’hydrogel et des tissus sous-jacents. Le patch développé peut aussi servir de dispositif de
monitoring du processus de cicatrisation en suivant d’autres facteurs au sein de la plaie.

En 2017, Kassal et son équipe présentent un systeme similaire ou un indicateur coloré, le GJIM-
534, est incorporé a un pansement existant.”® La lecture des variations de pH au niveau de la
plaie se fait par un systeme RFID (Radio Frequency Identification). Ce systeme permet de
mesurer des variations de pH de facon autonome avec le transfert des données directement
sur un appareil électronique (ordinateur ou smartphone). Le systeme intelligent a été
assemblé grace a l'intégration de couches sensibles au pH via une sonde optoélectronique ou
la LED contient les spectres enregistrés du GJM-534 et de sa forme déprotonée. Le systeme
complet posséde une plage de fonctionnement allant d’'une gamme de pH 6 a 9, ce qui est en
corrélation avec les variations de pH observées chez les personnes atteintes de plaies
chroniques.

En 2020, Vu et son équipe ont développé un dispositif jetable, le DETEC® pH, permettant de
cartographier l'alcalinité des plaies et dont le dispositif est représenté par la Figure 18.%7
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Figure 18. (A) Vue d'ensemble de DETEC® pH. (B) Schéma du test de DETEC® pH.%

Un colorant indicateur de pH, le jaune de nitrazine, a été appliqué sur la face de membrane
filtrante a base de cellulose avec une densité d’environ 10 mg/cm?. La face en contact avec le
pansement, la zone de test, est ensuite scellée par la fixation d'un film plastique transparent,
qui sert de support pour le pansement jeté. En pressant un pansement fraichement récupéré
sur la zone de test, on peut cartographier le pH (basique en bleu ou acide en jaune) du liquide
de la plaie imbibé sur le pansement et est représenté sur la Figure 19 ci-dessous. L'image 1
correspond au changement de couleur en fonction du pH du dispositif DETEC® pH apres
contact avec une gaze imbibée de fluides de plaie artificielle. L'image 2 correspond au test
clinique du DETEC® pH sur (A) une plaie a cicatrisation normale et (B) une plaie chronique a
cicatrisation retardée. Les zones de lecture du pH sont tracées avec des lignes bleues et roses
sur l'image de la plaie correspondante et sur le DETEC® pH, respectivement.?’
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Figure 19. Test clinique de DETEC® pH sur une plaie  cicatrisation normale (A) et sur une plaie chronique (B).
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A court terme, ce systéeme évalue la capacité de pronostiquer la cicatrisation en mesurant le
pH de la plaie. Ce test pourrait servir en routine pour I'évaluation de la cicatrisation,
permettant une meilleure prise en charge.

2.3.1.b. La température

Une température élevée de la plaie augmente la vitesse de réaction enzymatique et chimique
et peut étre utilisée comme indicateur d'une phase inflammatoire prolongée. En général, une
augmentation prolongée de la température supérieure a 1,11°C%8 au niveau du lit de la plaie
exposée peut indiquer une infection due a la présence de bactéries®® entrainant donc un
retard de cicatrisation. Des dispositifs connectés ayant pour indicateur une lecture de la
température sont apparus ces derniéres années.

A base de nanotubes de carbone

En 2011 Matzeu et son équipe développent un capteur composé de nanotubes de carbone
relié a un systeme RFID pour la lecture en temps réel de la température allant de 25 a 50°C

avec une résolution de 0,2°C au sein du lit de la plaie.*®

En 2017, Salvo et son équipe proposent un systéme double avec un capteur de température
et un capteur de pH.”® Le capteur de température est composé de nanotubes de carbone
intégrés dans un polymere dérivé du polystyréne. Il permet de mesurer des variations de 25 a
50°C avec une résolution de 0,08°C.

A base de PDMS (polydiméthylsiloxane)

En 2020, Pang et son équipe ont développé un pansement intelligent flexible a structure de
type double couche intégrant I'électronique, dont (i) la couche supérieure est constituée
d'électronique flexible encapsulée dans du PDMS et intégrée a un capteur de température et
a des diodes électroluminescentes ultraviolettes, et dont (ii) la couche inférieure est un
hydrogel antibactérien sensible aux UV.1°! Ce systéme permet un suivi en temps réel de
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I’évolution de la plaie et un traitement a la demande par la libération d’antibiotiques contenus
dans I’hydrogel apreés irradiation UV.

2.3.1.c. 'humidité

L’humidité joue un role clé dans la cicatrisation des plaies car elles ont besoin d’un
environnement humide pour le bon fonctionnement des cellules réparatrices.

Le maintien d'un niveau approprié d'humidité a l'interface entre une plaie en cours de
cicatrisation et un pansement appliqué est considéré comme essentiel pour une cicatrisation
efficace. L'absence de contréle de I'exsudat a cette interface peut entrainer une macération
ou un assechement de la surface de la plaie. La capacité a contréler I'équilibre de I'humidité a
I'interface de la plaie est donc un aspect essentiel de la performance du pansement et de la
nécessité de le changer.

En 2015, Milne et son équipe ont réalisé une étude sur |'effet de I'ajout d’un capteur
d’humidité commercial (WoundSense, Ohmedics Ltd UK) sur le suivi de la cicatrisation de
plaies chroniques chez 30 patients.’%? || permet d’observer la saturation du pansement,
optimisant ainsi son changement, en maintenant une humidité optimale au niveau du lit de la
plaie. Cela permet de diminuer a la fois les colits de matériels et le temps de personnel médical
dédié. Le fonctionnement de ce capteur repose sur une mesure d’impédance qui est ensuite
traduite en pourcentage d’humidité présente au niveau du lit de la plaie. Les plaies analysées
sont alors classées suivant quatre stades, allant de la plaie séche a la plaie saturée. Les
résultats montrent que 45% des pansements utilisés durant cette étude étaient en conditions
optimales pour un changement, dénongant une fréquence de changement trop importante
des pansements en milieu hospitalier.

En 2019, Du et Ciou ont développé une gaze intégrant a la fois un capteur de pH et un capteur
d’humidité.® Le capteur d’humidité repose sur le méme principe que celui détaillé
précédemment, a savoir, une mesure d’impédance. Il est constitué de cuivre et présente une
détection d’humidité de I'ordre de 0,06%/mV avec un temps de réponse de moins d’une
seconde.
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2.3.2. Les facteurs biochimiques
2.3.2.a. La flore bactérienne

Les plaies chroniques en phase inflammatoire prolongée présentent un risque accru
d’infection bactérienne. Il est donc essentiel de développer des pansements intelligents qui
peuvent détecter l'infection bactérienne a un stade précoce et fournir un traitement a la
demande.

En 2001, Chan et son équipe ont développé un pansement intelligent pouvant évaluer la
présence de bactéries grace a un systéme colorimétrique.'* Il est composé d’un biocapteur a
base de silicone poreux sur lequel est greffé le TWTCP (tertryptophan ter-cyclo pentane). Il
possede une grande affinité pour le lipide A, constituant lipidique d’une endotoxine qui est
responsable de la toxicité du lipopolysaccharide des bactéries Gram négatif. Lorsque ces deux
molécules se lient, I'indice de réfraction du silicone change et amene un décalage de la
longueur d’onde d’émission de 3 a 4 nm suivant la souche bactérienne étudiée
(photoluminescence). Cette variation de couleur permet donc un diagnostic de la charge
bactérienne de la plaie.

En 2020, Qiao et son équipe ont développé un pansement intelligent a base d'hydrogel
capable de surveiller l'infection bactérienne grace aux effets FRET (transfert d’énergie entre
molécules fluorescentes) sensibles au pH dans I’environnement bactérien et de traiter
I'infection par la délivrance d’antibiotiques libérés par NIR.1% L'hydrogel a été préparé par
réticulation physique d'alcool polyvinylique (PVA), un poly médicament sensible aux UV, d'un
médicament, le sulfate de gentamicine (GS) qui a été greffé dans un PEG via un produit clivable
aux UV, le GS-Linker-MPEG®®, et de nanoparticules de silice modifiées par deux
fluorochromes, Cy3 et Cy5 (sonde SNP-Cy3/Cy5) qui sont conjugués et servent de sonde
fluorescente sensible au pH ont été chargées dans cet hydrogel. En présence des bactéries,
les linkers sont coupés et les fluorochromes sont relachés. Le FRET entre Cy3 et Cy5 présent
lorsque les fluorochromes sont a proximité I'un de I'autre a la surface de la particule, ne
s’exerce plus apres le clivage du linker. A pH acide, Cy5 est libéré a cause du clivage de la
liaison de la base de Schiff entre lui et la particule de silice, et on a ainsi une forte émission de
fluorescence due a Cy3, témoignant de l'infection. De fagon intéressante, en complément de
ce systéme diagnostique, les auteurs ont introduit un systeme de traitement a la demande via
la libération d'antibiotiques déclenchée par spectroscopie proche infrarouge (NIR) a 980 nm
grace a la conversion de la lumiére émise par NIR en lumiére UV de la sonde SNP-Cy3/Cy5. Le
sulfate de gentamicine (GS) appartenant a la famille des aminoglycosides, aura une activité
antibactérienne sur les bactéries gram négatif. Le principe de ces particules
multifonctionnelles prise dans I’hydrogel est illustré sur la Figure 20.
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Figure 20. Un pansement intelligent multifonctionnel a base d'hydrogel et de nanoparticules multifonctionnelles pour la
surveillance des infections par fluorescence et la libération d’antibiotiques déclenché par spectroscopie proche infrarouge.%

Dans ce travail de thése, nous avons également utilisé des bras clivables (linkers) sous I'effet
des enzymes.

2.3.2.b. 'oxygénation

L’hypoxie tissulaire joue un réle prépondérant dans la chronicité des plaies, comme discuté
dans le paragraphe de physiopathologie des plaies chroniques plus haut.

En 2015, Mostafalu et son équipe ont développé un capteur galvanique permettant la mesure
du taux d’oxygéne intégré a un pansement connecté.'®’ Celui-ci est composé de paryléne-C
(revétement ultra-mince biocompatible) sur lequel des électrodes d’argent et de zinc sont
installées. Entre les deux électrodes se trouve une solution d’oxyde de potassium, jouant le
role d’électrolyte. Le tout est ensuite recouvert d’'une fine couche de PDMS. La conversion de
signal se fait grace a un systéme d’amplification a transimpédance (un convertisseur courant-
tension) et est envoyé a un systéme de transmission sans fil. Ainsi, le courant mesuré peut
étre corrélé a la concentration en oxygene de la plaie, le capteur présentant une variation
linéaire de courant suivant une saturation en oxygene allant de 0 a 30%.

53



2.3.2.c. L’acide urique

Le suivi du taux d’acide urique est un facteur important a prendre en compte pour la

cicatrisation des plaies chroniques.108

En 2015, Kassal et son équipe proposent un systeme ampérométrique ou I'enzyme urate
oxydase, 'uricase, est immobilisée sur I'électrode de travail.l%® Cette enzyme permet
I’oxydation hautement spécifique de I'acide urique, et le biocapteur est connecté a un
systeme RFID et mesure la concentration d’acide urique. Le biocapteur a montré de bons
résultats en solution contréle, cependant, il présente une diminution de signal de 3 a 10% en
conditions complexes, a cause d’interférences suivant I’environnement utilisé.

En 2018, Roy Choudhury et son équipe ont congu un biocapteur enzymatique pour déterminer
I'acide urique dans le liquide de la plaie. Ce biocapteur électrochimique comprend I'uricase
piégée dans un polymere cationique a base de PVA pour une meilleure stabilité. Les résultats
montrent que I'utilisation d'une plateforme électrochimique d’oxydoréduction et de I'acide
ferrocéne carboxylique a permis le transfert d'électrons entre I'enzyme et le transducteur.
L'uricase étant immobilisée dans la matrice polymeére a permis d'obtenir des mesures stables
et continues a la température du corps pendant une semaine avec une déviation minimale.

2.3.2.d. Les métalloprotéases matricielles (MMP)

Les métalloprotéases matricielles jouent un réle prépondérant dans I'inflammation prolongée
des plaies chroniques. En effet, elles empéchent la reconstruction d’'une MEC provisoire
essentielle a la cicatrisation.

Les capteurs qui détectent les MMP peuvent étre de deux types : dans la plupart des cas, ils
détectent I'enzyme elle-méme mais certains détectent I'activité de cette enzyme c’est-a-dire
la dégradation de peptides.

L'un des tests les plus utilisés pour détecter les MMP est la méthode ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). L'ELISA utilise des anticorps reconnaissant I’analyte a détecter, ici la
MMP. L’un des anticorps est couplé a une enzyme qui catalyse une réaction colorimétrique et
permet donc de connaitre la concentration de la MMP par mesure de la densité optique par

spectrométrie d’absorbance.!©

En 2014, Milne et son équipe ont développé un biocapteur capable de détecter le pH,
I’humidité ainsi que le taux de MMP au niveau du lit de la plaie.** Leur test est basé sur la
méthode ELISA en sandwich afin de détecter spécifiquement la présence de MMP-9, a des
concentrations variant de 0,1 a 100 ng.mL™.

En 2015, Biela et son équipe proposent eux aussi un capteur permettant la mesure du taux de
MMP-9 ou des électrodes en or sont fonctionnalisées avec un peptide clivable (LGRMGLPGK)
par cette enzyme.!! Le film ainsi créé se dégrade lorsqu’il est exposé a un milieu contenant
de la MMP-9 et est détectée par spectroscopie d’'impédance électrochimique (SIE), avec un
seuil de détection de I'ordre de 200 ng.mL?. Les seuils présentés ci-dessus sont corrects
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puisque les concentrations de MMP-9 pour des patients atteints de plaies du pied diabétique
varient de 0,37 a 2,90 pg.mL?*.112113

En 2013, les laboratoires WoundCheck décrivent un test colorimétrique a flux latéral
permettant de mesurer I'activité ou la suractivité des MMP mais aussi de I"élastase des

neutrophiles humains (HNE) dans un échantillon liquide prélevé au niveau de la plaie.}!*

Les systemes simples a flux latéral fournissent généralement une réponse « oui/non » et sont
concus autour d'une valeur seuil particuliere. Dans le cas de ce systéme, les activités des
protéases sont mesurées en les comparant a des valeurs seuils indiquant des plaies non
cicatrisantes, donc chroniques.

Pour réaliser un tel systeme, le réactif sélectif, tel qu'un substrat peptidique exogene clivable
ou un partenaire de liaison immunologique approprié (anticorps polyclonaux et
monoclonaux), est immobilisé sur le dispositif. Les parties clivables peuvent étre marquées
avec un réactif détectable par analyse, un fragment indicateur comprenant une enzyme
indicatrice (phosphatase alcaline), un fragment luminescent (luciférase) ou un fluorochrome
(isothiocyanate de fluorescéine, rhodamine, dérivés de coumarine).

Ainsi, lors du clivage du substrat peptidique ou de I"anticorps par I'’enzyme, cela permet de
libérer ou d’activer le fragment. Ce méme fragment « indicateur » comprend des particules
colloidales en or, conjuguées a un peptide (anticorps ou un substrat peptidique).

Les particules colloidales sont colorées, de sorte que leur accumulation dans une zone du test
ou une région de contrdle du dispositif donne une couleur visible. L'intensité augmente avec
la concentration des particules, permettant ainsi une détermination colorimétrique
quantitative de ladite concentration par colorimétrie et/ou une comparaison de I'intensité de
la couleur observée avec une couleur de référence pour évaluer si le seuil a été dépassé.

Les MMP et I'élastase des neutrophiles humains (HNE) sont des marqueurs intéressants et
sont étudiés récemment en tant que biomarqueurs pour les plaies chroniques. Dans le cadre
de cette thése, la MMP-13 et la HNE seront en particulier étudiées, et détaillées dans le
Chapitre 2. Conception d’un matériau peptidique hybride sensible a une activité enzymatique.
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2.4. Les pansements intelligents associés a une partie capteur

La demande croissante d'approches diagnostiques rapides et précises a entrainé une
tendance a I'évolution des capteurs pour des applications biomédicales, ceci en raison de leur
capacité a analyser de petits volumes de substances biologiques. Plus précisément, le
développement de ces dispositifs combinant I'absence de marquage et la détection a haute
sensibilité, a suscité un grand intérét dans les applications de santé. En effet, ces derniers, plus
communément appelés biocapteurs, peuvent étre assimilés a des dispositifs portables de type
« lab-on-chip » (petit dispositif intégré rassemblant une ou plusieurs fonctions de laboratoire
sur un substrat miniaturisé) permettant de poser un diagnostic dans un délai trés court, en
raison du volume d’analyse, mais aussi de la possibilité de faire de I'analyse
multiparamétrique. Ces « lab-on-chip » sont congus grace aux nanotechnologies et plus
particulierement avec la microfluidique pour miniaturiser en laboratoire. Ensuite, une
association avec un élément jouant le réle de transducteur va permettre d’en extraire une
information vis-a-vis de la substance analysée. Pour y parvenir, nous pouvons citer les deux
méthodes les plus utilisées qui sont de nature optique ou électrique via par exemple
I'impédancemétrie.

Cette derniere est basée sur la mesure des propriétés électriques d’un milieu biologique entre
deux électrodes permettant des mesures rapides, a la fois simples et continues. Un faible
courant (environ 70 pA, basse fréquence) est appliqué au niveau des électrodes du capteur,
etvatraverserle matériau / la substance se trouvant sur le capteur. Le rapport entre la tension
et le courant est appelé impédance, celle-ci peut étre assimilée ou modélisée par une
association de composants électriques passifs tels qu’une résistance R et une capacité C. Ces
composants seront décrits dans le Chapitre 4. Etude par mesure d’impédance du capteur
modifié avec le matériau peptidique hybride.

Une structure de capteur particuliere a été choisie pour modele d’étude afin de caractériser
le matériau peptidique hybride synthétisé pour |"application au niveau du pansement : un
capteur a électrodes interdigitées. Ce modeéle est choisi pour les raisons suivantes, d’abord (i)
il possede plusieurs électrodes planaires cote a cOte ou les distances entre chaque électrode
sont faibles, ceci permettant d’augmenter la sensibilité de mesure électrique du capteur, et
(ii) en raison de la géométrie coplanaire des électrodes, le capteur permettra de réaliser une
mesure facilement intégrable puisqu’elle est caractérisable sur un seul coté. Les détails de
cette structure interdigitée seront expliqués dans le Chapitre 4. Etude par mesure
d’impédance du capteur modifié avec le matériau peptidique hybride.

56



Partie 3. Les protéases
3.1. Généralités sur les protéases

Les protéases, aussi nommées peptidases, protéinases ou enzymes protéolytiques, sont des
enzymes qui hydrolysent les liaisons amides d’une protéine entre le carbonyle et I'atome
d’azote formant une amine et un acide carboxylique. Elles constituent I'une des plus vastes
familles d’enzymes codée par 2% des genes du génome humain, soit environ 550 genes. Ces
enzymes protéolytiques possedent une activité d'hydrolase, car elles utilisent une molécule
d'eau pour effectuer ce clivage. Elles interviennent dans la régulation de la vie des organismes,
en participant a I'apoptose, a la digestion, a I'autophagie et a I'activation / désactivation de
différents processus biologiques.

Il existe deux groupes de protéases, (i) les endopeptidases (en bleu) qui hydrolysent les
liaisons peptidiques au milieu de la séquence d’une protéine et (ii) les exopeptidases qui
décrochent I'aminoacide terminal de la séquence de la protéine permettant : soit la libération
de 'aminoacide N-terminal dans le cas d’une amino peptidase (en violet) soit la libération de
I’aminoacide C-terminal dans le cas d’une carboxy peptidase (en orange). Ces deux groupes
sont représentés dans la Figure 21 ci-dessous. S correspond au sous-site de I’'enzyme qui se lie
a un résidu correspondant dans la séquence du substrat P.

Amino peptidase Endopeptidase Carboxy peptidase
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Figure 21. Les différents types de protéases. Le placement des sous-sites correspond a ceux de I'endopeptidase.

De maniere générale, la nomenclature des enzymes s’écrit sous la forme : E.C. X.X.X.X. Chaque
code d’enzyme correspond aux majuscules « EC » (« Enzyme Commission ») puis sont suivies
de 4 nombres (X) séparés par des points. Le 1°" X correspond aux types de réactions catalysées
par les enzymes.

Les résidus de sites actifs au niveau de la protéase sont composés de poches continues
appelées sous-sites. Chaque sous-site se lie a un résidu dans la séquence du substrat, d’apres
la nomenclature de Schechter et Berger.'*® Ainsi, les résidus d’aminoacides de la séquence du
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substrat sont numérotés de part et d’autre de la liaison scissile (liaison chimique covalente qui
peut étre rompue par une enzyme) : P3-P2-P1-P1’-P2’-P3’ tandis que les sous-sites
correspondants dans le site actif de la protéase sont notés : S3-S2-51-S1’-52"-S3’.

En fonction du pH dans lequel les protéases ont une activité optimale, on distingue les
protéases alcalines, neutres ou acides. Selon la zone dans laquelle elles se trouvent, on les
classe en 3 groupes: (i) extracellulaires, (ii) intracellulaires et (iii) les protéases
transmembranaires.

Les protéases sont aussi classées en fonction de leur mécanisme catalytique. On les regroupe
en 6 classes, (i) les protéases a sérine, (ii) les protéases a cystéine, (ii) les protéases a acide
aspartique (iv) les métalloprotéases, (v) les protéases a thréonine et (vi) les protéases a acide
glutamique.

Les protéases a cystéine, sérine et thréonine possedent un résidu nucléophile au niveau de
leur site actif (fonction thiol ou alcool) qui participe directement a I’hydrolyse des liaisons
peptidiques. Ces protéases possedent un mécanisme qui s’effectue en 2 étapes, représenté
sur la Figure 22. Tout d’abord, le résidu nucléophile attaque la fonction carbonyle, entrainant
ainsi la formation d’une forme intermédiaire de I’enzyme : I’acyl-enzyme. Deux résidus, acide
et basique, forment un réseau de relais de charge pour polariser et activer le nucléophile au
niveau du site actif, que I'on appelle la triade catalytique. Puis, dans une seconde étape,
I'intermédiaire acyl-enzyme est hydrolysé par une molécule d’eau qui a été activée.

Les protéases a acide aspartique et glutamique, utilisent un résidu possédant une chaine
latérale avec un acide carboxylique, qui active une molécule d’eau participant ainsi a
I’hydrolyse. Les métalloprotéases utilisent un métal coordonné, généralement le zinc, dans
leur mécanisme catalytique. Leurs mécanismes d’action sont représentés dans la Figure 23.

Dans le cas des métalloprotéases de la matrice qui sont solubles, cette coordination s’effectue
avec 3 histidines ou 2 histidines et une chaine latérale acide. Une molécule d’eau est un ligand
supplémentaire du zinc qui permet d’établir une liaison hydrogeéne avec un glutamate qui lui
arrache le proton. L'ion de zinc permet de stabiliser I’oxyanion.
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Figure 22. Mécanisme d'action des protéases a cystéine, sérine et thréonine.
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Figure 23. Mécanisme d'action des protéases a acide aspartique, glutamique et les métalloprotéases.

3.2 Les métalloprotéases matricielles (MMP)
3.2.1. Historique et classification

C’est en 1962 que Gross et Lapiere ont découvert I'existence d’une activité protéolytique
capable de cliver le collagéne natif pour expliquer |'étape de métamorphose de la queue des
tétards.!'® Cette activité s’exerce sur le collagéne entre des résidus Gly-Leu/Ile dans un site
spécifique de la triple hélice.

Mais ce n’est qu’en 1970 que la premiere MMP fut isolée sous forme pure a partir d’extraits

de peau humaine.'’

L’identification de cette protéase, appelée collagénase et métalloprotéase de la matrice 1
(MMP-1) a constitué la premiére étape dans une recherche qui a connu une croissance
exponentielle au cours de ces derniéres années, aboutissant a l'identification et a la
caractérisation de 23 MMP chez 'homme (Figure 24).

Depuis, les recherches ont porté sur la biochimie (purification, activation, inhibition,
structure), la biologie moléculaire (clonage, régulation de I’expression des génes) et la biologie
des MMP dans les processus normaux et pathologiques.

Les MMP sont groupées en 6 classes en fonction de leur structure et décrites dans le Tableau
5 : (i) les collagénases, (ii) les gélatinases, (iii) les stromélysines, (iv) les matrilysines, (v) les
MMP membranaires et enfin (vi) les autres métalloprotéases. Chaque MMP est identifiée avec
un numéro ou un nom descriptif en rapport avec ces différentes classes.
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Classe

Collagénases

Gélatinases

Stromélysines

Matrilysines

MMP
membranaires

Autres

Numérotation

MMP-1 : collagénase interstitielle
MMP-8 : collagénase neutrophile

MMP-13 : collagénase-3

MMP-2 : gélatinase-A
MMP-9 : gélatinase-B

MMP-3 : stromélysine-1
MMP-10 : stromélysine-2

MMP-11 : stromélysine-3

MMP-7 : matrilysine-1

MMP-26 : matrilysine-2

MMP-14 3 17

MMP-12 : métallo-élastase

MMP-20 : énamelysine

MMP-18, 19, 21, 22, 23A/B, 27, 28

Structure

Pré-domaine—Pro-domaine

avec son résidu C—Domaine
catalytique avec 3 résidus H—
Région charniere riche en P—
Domaine homologue a

I’'hémopexine

Pré-domaine—Pro-domaine

avec son résidu C—Domaine
catalytique avec 3 résidus H avec
une séquence analogue a la
fibronectine—Région charniere
riche en P—Domaine

homologue a I’hémopexine

Pré-domaine—Pro-domaine

avec son résidu C—Domaine
catalytique avec 3 résidus H—
Région charniere riche en P—
Domaine homologue a

I’'hémopexine

Pré-domaine—Pro-domaine
avec son résidu C—Domaine
catalytique avec 3 résidus H

Pré-domaine—Pro-domaine

avec son résidu C—Domaine
catalytique avec 3 résidus H—
Région charniere riche en P—
Domaine homologue a
I’hémopexine contenant un site

hydrophobe transmembranaire

NA

Tableau 5. Classification des MIMP.
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1. Les collagénases

Elles interviennent dans la dégradation du collagene fibrillaire, ce qui entraine la formation de
gélatine (collagéne dénaturé) qui sera dégradé par la suite par les gélatinases.

Un exemple de ces MMP est la MMP-13 (collagénase-3), qui est caractérisée par un spectre
enzymatique large et est essentiellement exprimée dans les zones nécessitant un
remaniement rapide de la MEC, comme le tissu osseux fcetal en développement ou bien sur
les sites d’inflammation chronique. Différents carcinomes ont été associés a une hyperactivité
de cette collagénase-3.118

1l Les gélatinases

Elles ont une activité protéolytique dirigée contre la gélatine et les collagenes IV et V de la
membrane basale (dont son composant principale est la laminine). Elle présente dans son
domaine catalytique, 3 séquences peptidiques répétitives analogues au motif Il de la
fibronectine qui forment un domaine a part entiere n’altérant pas la structure du domaine
catalytique, qui permettent la liaison a la gélatine, les collagenes et la laminine.

1. Les stromélysines

Dans le cas des stromélysines-1 et 2, elles sont produites par les cellules épithéliales saines
mais ont aussi été impliquées dans certains carcinomes. A titre d’exemple, la stromélysine-3
est exprimée dans le cancer du sein conduisant a un mauvais pronostic pour la survie du
patient.!1?

Iv. Les matrilysines

Ce sont les MMP les plus simples structurellement et sont exprimées de maniére spécifique
par les cellules cancéreuses d’origine épithéliales. Un exemple, la MMP-7 (matrilysine-1),
diminue I'apoptose et joue un réle important dans la survie. Cependant, elle est impliquée
dans le phénomene d’invasion dans la progression tumorale par un de ses substrats : I'E-
cadhérine 118120

V. Les MMP membranaires

Ces MMP sont liées a la membrane plasmique soit par un pont inositol phosphate soit par
I'intermédiaire d’un domaine hydrophobe transmembranaire en C-ter. Elles ont un réle dans
la dégradation de la MEC.

VL. Les autres MMP

Récemment découvertes, leurs roles restent encore incertains. Dans le cas de la MMP-12, son
substrat principal est I'élastine et est sécrétée par les macrophages. Son implication dans le
cancer reste encore a étre démontré.
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3.2.2. Structure des métalloprotéases

Le terme « métalloprotéase » regroupe I'’ensemble des enzymes dont I’activité catalytique
nécessite un ion métallique, généralement Zn?*. Parmi les différentes classes qui constituent
le groupe MMP, certaines possedent un motif consensus de type HEXXH qui sont appelées les
zincines. Alors que les deux aminoacides d’histidine (H) constituent les deux premiers ligands
de I'atome de zinc, I'acide glutamique (E) va polariser la molécule d’eau qui sera impliquée

dans I’hydrolyse de la liaison peptidique.t??

La classification générale des MMP est représentée dans la Figure 24.

Endopeptidases

‘ Serine ‘ ‘ Metallo ‘ ‘ Aspartic ‘ ‘ Cysteine ‘ ‘Threonine‘

Metzincins

Matrixins= MMPs

‘ Serralysins ‘ ‘ Adamlysins‘

| ADAM || ADAMTS |

Gelatinases

| Mepins | [ BMP1/Tolloids |

MMP2 and MMP9 MMP7 and MMP26

| Archetypal MMPs | | Furin-activatable MMPs}

aia— SR

Collagenases
GPl-anchored

MMP1, MMP8
and MMP13 mﬁ_’
SR MMP17 (MT4-MMP) and
MMP11, MMP21 and MMP28 an
MMP3 and MMP10 MMP25 (MT6-MMVP)

Type | transmembrane Type Il transmembrane ‘

MMP12, MMP19,
MMP20 and MMP27 m—%

MMP14 (MT1-MMP), MMP15 (MT2-MMP), MMP23
MMP16 (MT3-MMP) and MMP24 (MT5-MMP)
[ Signal peptide [T Zn*-containing catalytic domain & Haemopexin domain @ Cysteine-rich domain
[ Propeptide domain <@ GPI anchoring domain 0 Fibronectin type Il motif O Immunoglobulin-like domain
[ Cytoplasmic domain ~ )  Linker 0 Proprotein convertase
I Transmembrane domain —  Hinge recognition sequence

Figure 24. Classification générale des MMP.122

Le séquencage complet du génome humain a permis d’identifier 24 genes codant pour des
MMP donnant lieu a la traduction de 23 protéases de type MMP. En effet, comme vu dans le
tableau 5, deux génes distincts codent pour la méme MMP : les génes A et B de la MMP-23
donnant la MMP-23A et la MMP-23B présentant des séquences en aminoacides strictement
identiques.123712
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Concernant les 23 autres MMP, elles présentent une structure homologue avec 40 a 60%
d’identité de séquences en aminoacides. Ce sont donc des protéines qui présentent tout de
méme une combinaison variable de différents modules sur une méme chaine peptidique.

On identifie donc 5 structures principales : (i) le pré-domaine (ou peptide signal) (ii) le pro-
domaine (ou domaine N-terminal), (iii) le domaine catalytique, (iv) la charniére et (v) le
domaine homologue a I’lhémopexine (ou domaine C-terminal).

. Le pré-domaine

Toutes les séquences de MMP commencent par une vingtaine de résidus hydrophobes
permettant de diriger le peptide synthétisé vers les voies de sécrétion, sauf la MMP-23 qui

posséderait une voie de sécrétion alternative d’apreés Velasco.'?*

Il Le pro-domaine

Composé de 80 aminoacides, il présente une séquence hautement conservée de type
PRCGXPD. Comme il recouvre le domaine catalytique, il permet d’empécher I'acces d’un
substrat au site actif. II contient un résidu cystéine du « cysteine switch » dont son
groupement thiol est capable d’interagir avec I'atome du zinc catalytique, maintenant ainsi
les pro-MMP sous une forme inactive.1?® L’activation des MMP implique un clivage dans une
zone non structurée du pro-domaine, fragilisant I'interaction du résidu Cys avec I'atome de
zinc. Si cette interaction est rompue, I’élimination compléte du pro-domaine pourrait étre
réalisée par autolyse.

Il est & noter ici que seule la MMP-23 ne posséde pas cette séquence.'?’” Les MMP seront
ensuite synthétisées sous forme de pro-enzymes qui s’activeront dans le milieu extracellulaire
par protéolyse, libérant le site actif de la molécule (cf. partie activation et régulation des
MMP).

1. Le domaine catalytique

Ce domaine est caractérisé par un site de liaison de I'atome de zinc catalytique HEXGHXXGXXH
qui est bien conservé entre les différentes MMP ou les 3 résidus histidine de ce motif jouent
un réle important dans I'interaction avec I'atome de zinc. Le domaine catalytique est composé
d’environ 170 résidus. Il se présente sous une forme de sphére compacte contenant 3 hélices
a et 5 feuillets B et est stable grace a la présence de cations interagissant avec des résidus
portés par des boucles situées a la surface de la protéine. En plus de I'atome de zinc, ce
domaine possede plusieurs ions métalliques structuraux, a savoir : un atome de zinc non-
échangeable et un atome de calcium, et selon la nature de la MMP, 2 ou 3 atomes de calcium
qui sont nécessaires a la stabilité et a I'activité de 'enzyme.
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Iv. La charniére

La charniere relie le domaine catalytique des métalloprotéases a leur domaine C-ter, sauf dans
le cas des matrilysines ou leurs structures primaires contiennent uniqguement le pro-domaine
et le domaine catalytique. Elle est flexible et est variable en terme de taille, allant de 16 a 65
résidus.'?® Elle joue un réle dans les interactions intermoléculaires des MMP impliquant le
domaine catalytique et le domaine homologue a I’lhémopexine.

V. Le domaine homologue a ’hémopexine

Composé de 210 résidus, il ressemble a une hélice a 4 pales, chacune étant formée d’une
hélice a et de 4 brins B antiparalléles. Il estindispensable aux collagénases pour la dégradation
de la triple hélice de collagene interstitiel.

3.2.3. Fonctions biologiques des métalloprotéases

Les MMP ont été initialement décrites comme des protéases agissant exclusivement sur les
composants de la matrice extracellulaire, avec des conséquences sur le remodelage tissulaire.
Il a été montré que les MMP sont capables de traiter un large éventail de substrats matriciels
et non matriciel, a savoir, les protéines d'adhésion, les médiateurs d'apoptose, les récepteurs,
les chimiokines, les cytokines, les facteurs de croissance et les protéines de liaison entre
cellules. En conséquence, ces protéases sont impliquées dans de nombreux processus
biologiques comme I’'embryogeneése, la cicatrisation des plaies ou encore I'angiogenese.

Au niveau cellulaire, les MMP sont responsables de la migration et du recrutement cellulaire,
de I'inflammation ou encore de I"apoptose de certaines cellules.?® Lorsque cette activité
endopeptidase est dérégulée, les MMP ont aussi un réle dans le développement de |ésions
endovasculaires, d’anévrysmes, de néphropathies, d’arthrite ou encore d’ulcérations
tissulaires. Cette dérégulation contribue aussi au développement de certains types de

cancers.130

Pour ajouter une complexité a la biologie des MMP, il est a noter que chaque MMP ne
présente pas de spécificité stricte pour un seul substrat. Par conséquent, le collagéne peut
étre dégradé par les collagénases mais aussi par la MMP-9 et la MMP-14,

3.2.4. Activation et régulation des MMP

Les MMP sont synthétisées sous la forme de pré-pro-enzymes par le réticulum endoplasmique
(RE) ou, elles suivent par la suite une voie de transport intracellulaire afin d’étre adressées a
leurs cible extracellulaire, grace au peptide signal qui permet d’adresser I'enzyme a un
compartiment cellulaire déterminé.

Les enzymes, encore sous une forme inactive (zymogene), sont maintenues a ce stade grace
au résidu Cys du pro-domaine qui interagit avec I'ion de zinc. Afin de libérer son site actif et
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donc d’exposer son substrat au site catalytique de I’enzyme, celle-ci a besoin de cliver le pro-
domaine qui peut étre déclenché soit par une réaction chimique entrainant la modification de
I’atome de soufre de la séquence PRCGXPD du pro-domaine des formes latentes des MMP ou
bien de subir un clivage protéolytique.

Cependant il est a noter que leur activation répond a une régulation compliquée ou
différentes protéases de différentes classes vont étre capables d’activer les MMP, montrant
que leur activation in vivo peut étre réalisée dans le contexte de cascade protéolytique.

Puis, une fois gqu’elles sont activées, elles peuvent interagir soit avec leurs substrats, soit
devenir a leur tour des « activateurs » permettant de continuer la cascade d’activation.

3.2.5. Inhibition des MMP : les TIMP

L’activité des MMP est controlée aussi par une activité inhibitrice endogene, appelée anti-
collagénase fibroblastique.'®! Ces inhibiteurs des MMP forment une famille de 4 protéines
appelées les TIMP ou « Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases », allant du TIMP-1 a
TIMP-4. Le TIMP-1 a été le premier inhibiteur a étre isolé et purifié ; son interaction avec la
MMP-3 montrait qu’au niveau du site actif, les 5 premiers résidus se positionnaient de facon
identique dans le site actif du substrat. Ce type d’interaction a été aussi observé chez la MMP-
13 (en gris) quand elle interagit avec TIMP-2 (en bleu),'3? et est représentée sur la Figure 25
en représentation tridimensionnelle. Les 5 résidus du domaine N-terminal de TIMP (en jaune)
se positionnent de facon identique dans le site actif du substrat. L'atome de zinc catalytique
est représenté en rose-violet.

Figure 25. Représentation 3D de I'interaction entre le domaine catalytique de la MMP-13 et des 5 résidus du domaine N-ter
du TIMP-2.133
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Plusieurs boucles appartenant a la TIMP-2 projettent des résidus venant en contact avec une
grande surface du domaine catalytique. Un tres grand nombre de résidus se trouvent donc
impliqués entre ces protéines. Il faut aussi noter que la spécificité entre les MMP et les TIMP
pourrait étre dues justement a ces interactions inter-protéines au niveau des boucles qui sont
modulées par la nature des résidus des MMP qui participent a cette interaction.

Outre leur réle de régulation de I'activité protéolytique des MMP et leur activité permettant
la survie et la prolifération de lignées hématopoiétiques, les TIMP sont impliquées dans le
contrdle d’autres processus biologiques, montrant ainsi leur réle multifonctionnel.134

3.3. Les MMP dans la cicatrisation

Comme nous I'avons déja vu, de nombreuses MMP interviennent dans le processus de
cicatrisation en dégradant la MEC endommagée au niveau des plaies. Elles ont notamment
une activité tres importante lors de la phase d’inflammation du processus de cicatrisation qui
permet le débridement de la plaie. Les principales MMP qui interviennent sont les
collagénases, les gélatinases ainsi que les MMP-3, MMP-7 et MMP-10. Afin de permettre la
migration des neutrophiles et des monocytes au niveau de la plaie, les MMP vont dégrader
I’épithélium qui a été endommagé. Les cellules épithéliales vont aussi intervenir dans le
recrutement de certaines MMP telles que celles de la gélatinase et les MMP-1, MMP-3, MMP-
7 ou encore la MMP-10. Puisque les MMP sont présentes en grand nombre au sein de la plaie,
elles vont entrainer une cascade de réactions via la régulation de certaines chimiokines par
protéolyse.

Dans le cas d’une plaie de type aigle, le taux de MMP est a son maximum durant les 2-3
premiers jours, puis va baisser en fin de phase d’inflammation grace a la fois aux inhibiteurs
TIMP mais aussi a une diminution de leur synthése par les cellules inflammatoires et/ou
épithéliales. Ceci dans le but de permettre la continuité du processus de cicatrisation et donc
de laisser place aux protéines impliquées dans la phase de prolifération tissulaire.

3.4. Les MMP dans les plaies chroniques

Dans le cas d’une plaie de type chronique, le taux de MMP va étre en plus grande quantité
gue pour une plaie aiglie qui va subsister et donc maintenir la plaie dans un état inflammatoire
prolongé bloquant ensuite le processus de cicatrisation. Cependant des stimuli favorisent
cette activité protéasique tels que les bactéries, la présence de corps étrangers ou encore la
formation de biofilms. Les collagénases et les gélatinases vont ainsi dégrader les fibres non
détériorées de la MEC mais aussi les tissus néoformés, endommageant le lit de la plaie et ceci
retardant le processus de cicatrisation. La lésion au niveau du lit de la plaie augmente
davantage, entrainant une hausse du recrutement cellulaire et rendant ainsi la plaie
chronique.
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Partie 4. Stratégie et cahier des charges de ce projet de these

Ce premier chapitre traitant de I’étude bibliographique a permis de décrire I’organisation de
la peau a la fois dans sa complexité naturelle mais aussi fonctionnelle. Nous avons vu que la
peau est la premiére barriére de protection de I'organisme face au milieu extérieur, et dont
I'intégrité de cet organe est primordiale. Ainsi, lorsqu’une plaie est formée, I'organisme va
réagir en déclenchant de maniere immédiate différentes voies cellulaires programmeées et
cordonnées qui correspondent au processus de cicatrisation. Cette derniere se déroule
généralement en 14 jours en passant par les 4 phases vues dans la premiere partie,
I’hémostase, I'inflammation, la prolifération et le remodelage. Cependant, en conséquence de
différents facteurs contribuant a la non-cicatrisation de la plaie (étiologie, état de santé et age
du patient, taille et profondeur de la plaie), sa guérison peut étre prolongée, et au-dela de 6
semaines, elle est considérée comme une plaie chronique dont la physiopathologie a été
décrite.

Ainsi, les pansements utilisés dans la gestion de ces plaies chroniques allant du simple
pansement au pansement intelligent, ont été évoqués dans la deuxieme partie de ce chapitre.
Il a été aussi décrit les facteurs amenant a la chronicité d’une plaie. Ceux-ci sont de deux types,
des facteurs physiques et des facteurs chimiques.

Plusieurs aspects dans la gestion de ces plaies chroniques ont été retenus.

Le premier, est le besoin actuel en outil de diagnostic et de monitoring de I'état d’une plaie.
En effet, on a une tendance a I'évolution de capteurs intégrés dans des pansements pour des
applications biomédicales, dans le but d’analyser en temps réel I’état de la plaie. Comme le
capteur est intégré a un pansement, le personnel médical n’est pas contraint de retirer le
pansement pour observer |’état de la plaie ou réaliser des prélevements. On a besoin d’outils
de diagnostic simples et rapides, donc un capteur intégré a un pansement, pouvant monitorer
la plaie mais aussi instiller des médicaments au sein de la plaie est un outil tres intéressant qui
a suscité notre intérét de développement. Nous avons choisi de travailler avec un capteur a
électrodes interdigitées (IDE) car sa structure est petite et permettra d’analyser
électriquement par mesure d’impédance et de capacité électrique la structure du capteur
lorsqu’elle sera modifiée ou altérée de n’importe quelle fagon.

Le second, est l'identification de marqueurs spécifiques des plaies chroniques. Deux en
particulier ont retenu notre attention. La premiere est une métalloprotéase de la matrice, la
collagénase-3 (MMP-13) qui témoigne d’une inflammation. Nous avons constaté que celle-ci
est essentielle dans le remaniement rapide de la matrice extracellulaire et lorsque celle-ci est
en excés, notamment dans les plaies chroniques, le systeme MMP/TIMP est dérégulé
bloquant ainsi toute cicatrisation et bloquant la plaie en phase inflammatoire. La seconde est
I’élastase des neutrophiles humain (HNE) qui témoigne d’une infection. Cette élastase a un
réle essentiel dans la réponse immunitaire innée, dans les processus de remodelage tissulaire
et dans I'apparition et la résolution de l'inflammation. Ainsi, lorsque cette enzyme est
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surexprimée, tout comme la MMP-13, elles empéchent |la bonne cicatrisation de la plaie et la
maintienne chronique.

Dans le cadre de ce travail de these, un capteur IDE fonctionnalisé permettant d’identifier et
de mesurer les activités protéasiques de la MMP-13 et de la HNE a été réalisé. Ce capteur sera,
in-fine, associé a une étiquette RFID et formera ainsi un capteur-RFID associé au pansement
intelligent.

Pour réaliser un tel dispositif, ce manuscrit de these s’articule autour de 4 objectifs principaux
qui constitueront un cahier des charges.

Le premier, est de concevoir un matériau peptidique hybride spécifique et sensible a I'activité
protéasique de chaque enzyme. Pour ce faire, des séquences spécifiques ont été
sélectionnées puis réalisées grace a la synthese peptidique pour obtenir des peptides hybrides
silylés. Une particularité d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>