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RESUME

Le chitosan est un biopolymeére naturel qui depuis quelques décennies
suscite de nombreuses recherches. Il présente en effet quelques propriétés fort
intéressantes, du point de vue de sa biocompatibilité et de son comportement in sifu.
Parmi les nombreux articles scientifiques concernant ce polysaccharide. on retrouve
aussi bien des articles concernant I'évaluation de ses propriétés que des articles plus

axés sur des applications bien précises.

Cette ¢tude s’est plus particulierement concentree sur |"évaluation de la
biocompatibilité de différentes formulations brevetées a base de chitosan et de B-
glycérophosphate développées par Bio Syntech Canada. Inc. Cette ¢tude fait intervenir
aussi bien des tests in vitro que des tests in vivo. Ces tests font partie des tests
précliniques pré-requis pour |'évaluation de matériaux sur I’homme. Ces tests sont
donc fondamentaux car ils permettent de mieux caractériser les biogels pour
déterminer si oui ou non, ils peuvent faire I'objet de tests plus spécifiques & I"homme.
Deux parametres ont été évalués en parallele, le degré de désacétylation des gels ainsi
que la forme sous laquelle ils sont préparés, a savoir sous forme injectable, gélifiée ou

lyophilisée.

Dans les études in vivo, nous avons essayé de caractériser la réaction
engendrée par I'introduction de ce matériau in situ. Un modéle intramusculaire a été
choisi car il était plus approprié¢ a I'implantation de matériaux gélifiés et lyophilisés.
La réponse inflammatoire a été étudiée en fonction des différents paramétres que I'on
a fait varier. Pour les réactions aigué€ et chronique. nous avons étudié qualitativement
les populations cellulaires présentes, ainsi que les éléments caractéristiques de la

réaction inflammatoire, a savoir, la formation d’une capsule. I’apparition de vaisseaux
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sanguins néoformés et la biodégradation du maténau. Les tests in vitro nous ont
permis de mieux caracténiser le comportement du matériau vis-a-vis d'une population
cellulaire particuliere, présente tout au long de la réaction de I’hote, et au centre du
processus inflammatoire, les macrophages. L adhésion cellulaire a été étudiée sur des

matrices de chitosan gélifiées.

Une solution de B-glycérophosphate fut utilisée afin de tamponner les solutions
de chitosan a un pH autour de 7. Un test de libération de glycérophosphate nous a
permis de montrer que les gels étudiés avaient une tendance a libérer la quasi-totalité
de ce compos¢ chimique, relativement tot aprés mise en contact avec un milicu
biologique. Ceci nous permet de penser que les matériaux implantés in vivo sont
composés majoritairement de chitosan. Les tests d adhésion cellulaire in vitro se sont
donc attaches. dans un premier temps, a laver correctement les matrices de chitosan

gelifiées avant de mettre les cellules en contact avec les gels.

Les ctudes in vivo ont montré que le degré de déacétylation avait un role central
dans l'intensité de la réaction. Un plus haut degré de déacétylation entraine une
réaction plus limitée. et une biodégradation retardée. La reconstruction tissulaire
semble plus rapide également pour un plus haut degré de déacétylation. Des
polymorphonucléaires ainsi que des macrophages sont présents en surface des gels trés
tot apres I'implantation. Plus tard. des lymphocytes et quelques cellules géantes sont
parfois apparues en surface des gels. Les études ont également montré que les gels
implantés sous forme lyophilisée présentaient une réaction retardée et moins intense
que les autres formes.

Le test d’adhésion cellulaire n’a pas pu montrer de différence significative
d’adhésion entre les deux gels de degré de déacétylation différent. Par contre. on a
montré que les gels favorisaient 1’adhésion cellulaire des macrophages étudiés par

rapport aux surface contréles en Permanox”.
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Cette étude a donc permis de mieux caractériser les événements intervenant lors
de I'implantation de ce type dc biomaténau a base de chitosan en milicu biologique.
Elle a également permis de mettre en évidence qu'un gel sous forme lyophilisée
présentait une réaction sensiblement moindre. Il pourrait donc étre intéressant
d*étudier plus en détails cette formulation, sachant que plusieurs auteurs I'utilisent
déja comme comblement osseux. ou comme matrices contenant des molécules

thérapeutiques.
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ABSTRACT

Chitosan is a natural biopolymer which has been widely studied during the last
decades. Indeed. it presents some very interesting features concerning biocompatibility
and its in situ behavior. Many recent articles deal with the evaluation of chitosan

characteristics as well as with precise potential applications.

This study focussed on the evaluation of biocompatibility of some patterned
chitosan biogels developped at Bio Syntech Canada. Inc. /n vitro as well as in vivo
studies were performed, as they are part of preclinical tests required before any human
experimentation consideration. As so, these tests are essential because they give much
information related to chitosan characteristics, in order to know whether or not these
materials can be part of a medical therapy. Two parameters were evaluated in parallel :

the degree of deacetylation and their physical state (injectable, geiled or freeze-dried).

In the in vivo studies. the host reaction produced by the in situ introduction of
chitosan materials was characterized. An intramuscular model was chosen. The
inflammatory response was correlated to the different parameters tested. For acute and
chronic responses. cell populations. capsule formation, presence of newly formed
blood vessels. and the biodegradation of the materials were qualitatively evaluated.
The in vitro tests allowed us to characterize the behavior of macrophages in contact
with chitosan. Macrophages are widely present during the inflammation and healing
processes, and their adhesion onto chitosan materials was a key feature of
inflammation initiation. Cell adhesion was assessed using gelled chitosan matrix for

cell culture.



In order to buffer the solution at a pH around 7. a B-glycerophosphate solution
was used. A release test showed a tendancy of the gels to release most of B-
glycerophosphate when in contact with a biological medium. This made us consider
that, after a short initial time period, implanted materials were mostly composed of
chitosan with little glycerophosphate. A sufficient washing procedure was then

developped in order to eliminate most of the B-glycerophosphate before cell culture.

In vivo studies highlighted the central role played by the degree of deacetylation
in the intensity of the host reaction. The higher the degree of deacetylation, the lesser
the reaction, and the lesser the degradation. Tissue reconstruction also seemed faster
with a higher degree of deacetylation. Polymorphonuclear cells and macrophages can
be found on the surface on the gels early after implantation. Later. lymphocytes and
tittle giant cells can be detected on some gels. Freeze-dried gels presented a delayed

and less intense reaction.

No significant difference was detected between the gels with different degrees
of deactetylation. as far as cell adhesion is concerned. On the other hand, this study
showed that chitosan gels could enhance macrophage adhesion onto chitosan surface.

compared with Permanox" controls.

[n this study, the events occurring when Bio Syntech chitosan materials are
implanted in situ were also characterized. Additionally, freeze-dried gels showed a
less intense reaction. It might then be interesting to study more in details this gel state,
knowing that it has aiready been used by different authors for bone defect filling or

drug delivery systems applications.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1. Mise en contexte

La chitine est un biopolymére que l'on retrouve comme constituant majeur de
I"exosquelette de crustacées et d’invertébrés aquatiques (crabe, crevette, calmar. seiche,
etc.) et de certains insectes. On la retrouve également dans la structure de certains
champignons. Ce biopolymere était traditionellement utilisé en Orient dans le traitement
des abrasions et brilures, et en Amérique pour soigner les blessures d 'arme blanche.

Plus récemment. il fut introduit dans le domaine biomédical et son utilisation est
d’ores et déja bien connue, mais non plus sous sa forme naturelle. 1! peut étre désacetyleé
par traitement chimique ou modifié par ajout de groupements chimiques particuliers qui
lui conférent des propriétés spécifiques (acide carboxylique, acide glutamique,
groupement carboxymethyl, ou sulfate. etc...). I prend alors le nom de chitosan. Plus
soluble dans I'eau que la chitine elle-méme. il convient micux d un dévelopement
industriel. Son utilisation touche des domaines aussi variés que ['industric agro-
alimentaire. le traitement des eaux. et industrie pharmaceutique. Il est utilisé comme
anti-viral pour certains végétaux, comme additif pour les engrais liquides, entre dans la
composition de pates a papier pour améliorer leurs propriétés mécaniques. comme agent
facilitant la formation de films dans les cosmetiques et enfin comme agent hypolipidique
dans les régimes amincissants.

Son principal intérét réside dans le fait que c’est un matériau naturel dont
I’abondance réduit le cout de production. Il est également reconnu pour sa non-toxicité et
sa biodegradabiliteé.

En tant que biomaténau, il a montré d'intéressantes proprietés
immunostimulatrices, et des activités anticoagulantes. bactéricides. et anti-fongiques.
ainsi qu’une faible cytotoxicité!”. 1l stimule aussi les phénomeénes intervenant dans la
cicatrisation des plaies. Récemment, des chercheurs se sont intéressés a ses propriétés

d’absorption et de relarguage controlé de substances médicamenteuses ou autres.



Depuis plus de 20 ans, de nombreux articles ont été publiés sur ce polymére et ses
applications potentielles, ainsi que les modifications chimiques possibles. Bio Syntech
Canada Inc a développé une methode de fabrication originale, brevetée, d’un gel a base
de chitosan. dont le pH varie autour de 7.0, liquide a 4°C et qui gele rapidement une fois
mis a 37°C '"". Ces propriétés particuliéres trouvent des applications dans le domaine de
I'ingénierie tissulaire et des systémes de libération controlée de médicaments ou de

vaccins.

L objet de cette maitrise est d'évaluer les proprictés de biocompatibilité de gels a
base de chitosan. sous différentes formes. La premiére partie passera en revue 1"étendue
des recherches concernant le chitosan afin de présenter I'interét du chitosan comme
biomatériau. La deuxieéme partic présentera les recherches effectuées lors de cette

maitrise.
1.2. Revue des recherches récentes concernant le chitosan.

1.2.1. Composition
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La chitine est un poly-f(1—54)-N-acétyl-D-glucosamine (Fig.1) Pendant le
processus de désacétylation, le groupement acétyle est remplacé par une amine primaire.
Ainsi, les caractéristiques finales du polymére dépendent fortement de son degré de
désacétylation (dda) et du pH. dont sont fonction son degré de protonation, sa viscosité,
ses propri¢tés d’adhésion et son poids moléculaire. L’introduction d'une amine primaire

dans la structure permet des liaisons potentielles avec d’autres groupes fonctionnels. Le

chitosan est reconnu pour sa faible immunogénicité, en dépit du groupe aminé qu'il

{o OH 0 - ~ 0/
R

m——
—

OH OH OH
ﬁﬁ ,ﬁ& Ve
{0 0 0
Ly g ]
Chitosan

comporte.

Cellulose

Fig. 1.1 : Structures comparées de la chitine, du chitosan et le la cellulose'®®,

La chitine un polymeére qui a. comme la cellulose, une fonction de polysaccharide

structural. Elle est en outre trés similaire a ce polymére puisqu’elle n’en différe que par



un groupe acétamide remplacant un groupe hydroxyle en C-2 (Fig.1.1). Comme Ila
cellulose, il est tres soluble et présente une faible réactivité chimiquem’.

Une des caractéristiques trés attrayantes de la chitine est sa charge positive due a
sa basicité. Cela la différencie des autres polyméres naturels que |'on rencontre
habituellement comme le dextrane. la cellulose, la pectine, I'alginate, I’agarose, et le
carraghenate, etc. qui sont soit neutres, soit acides. Cette caractéristique quasi unique lui
confeére la propriété de se lier 3 des molécules anioniques, de chélater des ions
métalliques. de former des films polyméres. et lui confére également d’intéressantes
proprictés optiques. Il est a noter que 1'on retrouvera cette possibilite d’interagir avec des
molécules chargées négativement (héparine, protéines. etc.) associée a de nombreuses
propriétés biologiques. comme par exemple ses propriétés anti-bactériennes ou sa faculté
de créer un agrégat érythrocytaire.

Enfin. il faut remarquer qu’il est ¢également possible d’envisager une liaison de la
chitine et de ses dérivés a des molécules chargées positivement. En effet, les anions qui
¢tablissent des interactions de types éléctrostatiques avec la surface du biopolymeére
créent, par ce fait, une nouvelle surface de recouvrement qui est alors chargee
négativement. Ces anions. présents en grand nombre dans les milieux physiologiques.
deviennent alors des contre-ions. qui offrent une portion de surface négative. permettant
de lier des molécules chargées positivement. Ces considérations seront reprises dans le
détail lorsque 1'on discutera des propriétés de surface du chitosan quant a I'adhésion
cellulaire. Ceci constitue en effet une part importante des recherches effecuces lors de

cette maitrise, notamment en ce qui concerne la partie in vitro.
1.2.2. Propriétés
1.2.2.1. Propriétés chimiques

Le chitosan est insoluble dans les solutions alcalines et les solvants organiques,

alors qu’il est soluble dans les solutions acides dont le pH est inférieur a 6. Il a été montré



qu’avec un degré de désacétylation de 50% ou plus, le polymere pouvait étre soluble dans
I'eau, ce qui peut étre une propriété intéressante pour des applications ou la présence
d’acides est indésirable, comme dans les cosmétiques, le domaine médical ou dans
I'agro-alimentaire.

Le poids moléculaire de la chitine est habituellement supérieur a 10°, alors que les
produits commerciaux dérivés du chitosan ont un poids moléculaire autour de 10° a
1.2.10°. Le poids moléculaire est souvent déterminé par viscosimétric ou par
chromatographie d'exclusion stérique. La viscosité du chitosan est fonction du dda, du
poids moléculaire, de la concentration, du pH, de la force ionique et de la température.
Elle diminue si le polymére est chauffé, mais il ne retrouve pas sa viscosité initiale en
refroidissant. Ce n’est pas un processus réversible car il augmente I'élasticité des chaines.

Le chitosan a également des propriétés pro-coagulantes dues a la densité de
groupes aminés qui peuvent interagir avec les substances chargées négativement, comme
les protéines.

Le groupe -NH: peut ¢galement agir comme donneur d'électrons. Il est ainsi
suppos¢ étre responsable des propriétés de chélation des ions métalliques. On considere
genéralement que le groupe amine primaire est meilleur chélateur d'ions métalliques que
le groupe acétyle. Cependant, les propriétés d’adsorption sur les protéines ne sont pas
simplement fonction du dda. il dépend aussi de la cristallinité, de I'affinité du polymeére
pour l'eau et de sa structure. Les propriétés d’adsorption peuvent étre augmentées par
réticulation ou complexation avec d’autres polymeres comme le glucane. Le copolymére
chitosan-glucane présente une grande affinité de liaison aux ions métalliques (Cr., Co, Ni,
Cu. Pb, Cd. etc.)

Le chitosan est reconnu pour sa capacité a pouvoir former des films, des fibres ou
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des microfibres'™' élastiques ayant une bonne résistance a la rupture. Enfin, le chitosan

n’est pas un polymeére inerte, il se degrade dans le temps. en fonction du dda et du milieu

environnant, essentiellement par voie enzymatique.



1.2.2.2. Modifications chimiques

Le chitosan est souvent utilisé soit comme copolymere, soit aprés avoir subi des
modifications de structure chimique, par remplacement ou ajout de groupes fonctionnels.
Par exemple. le N-carboxymethyt-chitosan est utilisé pour se lier ioniquement a d’autres

. 1N
molécules'

. Le chitosan hydrophobe est utilis¢é pour remplacer les lipides ou pour
former des structures lipidiques avec une faible cytotoxicité. Le chitosan cationique est
utilisé pour se lier & 'ADN, comme systéme de libération contrdlé dans la thérapie
génique. Le tableau suivant résume les principales applications du chitosan en fonction
de ses modifications chimiques et de la forme sous laquelle il est utilisé (voir Mattioli-

Belmonte M. er al.. Carbohydrates in Europe. Déc. 1997, p:30-36.)



Tableau 1.1 : Principales utilisations du chitosan et de ses dérivés.

Forme

Exemple d’application clinique

Chitosan

Fibres tissées

Eponge composite avec des

matériaux non tissés

Film

Microparticules et comprimés

Comprimes ¢t capsules

Chitosan modifie

Methylpyrrolidinone chitosan

(MPC)

N-Carboxybutyl chitosan

Dicarboxymethyl chitosan

Abces, morsure, contusion, lacération, gangrene,

infection chirurgicale

Les mémes que plus haut. et également comblement

d’un défaut de peau. tumeur mammaire. stomatite

Plaie chirurgicale. plaie de la cornée, systéeme de

libération controlé

Libération controlée

Régime amincissant

Comblement osseux. implant dermo-epidermal.

régenération du meénisque

Regénération du ménisque

Comblement osseux




1.2.2.3. Propriétés biologiques.

1.2.2.3.1. Formation d’un réseau structuré

Les cellules mésenchymateuses créent un réseau tridimensionnel bien structuré en
présence de chitosan. Généralement. il est non-différencié, mais peut présenter des

. e . 4
caractéristiques endothéliales'™’.

1.2.2.3.2. Propriétés anti-inflammatoires

La chitine accélére ia phase précoce de la réparation tissulaire, pendant faquelle le
processus d’inflammation est accompagné d une infiltration de cellules mononucleees et
de polymorphonucléaires sans présence d'etfets secondaires comme une douleur ou une
¢lévation de tempeérature. De nombreuses études histologiques in vivo appuient le fait que

les fibres de chitosan stimulent la migration de ces cellules (voir paragraphe suivant).

1.2.2.3.3. Activation des macrophages et des cellules polvmorphonuciéaires (PMNs)

Il a été montré que des macrophages obtenus a partir du péritoine d’animaux de
laboratoire étaient activés par des dérivés de la chitine. Par exemple. le chitosan a montré
des propriétés anti-tumorales par activation de macrophages ¢t production de cytokines.
d’oxyde nitrique (NO) et d’enzymes relarguées dans le milieu environnant-*-". Il
potentialise la réponse immunologique en interagissant avec les cellules immunitaires. 11
a été suggeré que le chitosan interagissait avec les saccharides présents sur la membrane
plasmique des macrophages. comme le fucose ou le mannose. ce qui induirait son
interionisation dans le cytoplasme cellulaire. Des récepteurs spécifiques pour le mannose

et la N-acétyglucosamine ont été identifiés a la surface des macrophages””. Le polymére



est ensuite degradé par le lysozyme et la N-acétylglucosaminidase présents dans des
vacuoles cytoplasmiques. On peut noter que des études ont montré le réle activateur des
produits de dégradation du chitosan comme la N-acétylglucosamine et le D-
Glucosamine"™. Elles ont montré que ce dernier était principalement responsable de
I'attraction chimiocinétique et chimiotactique, alors que la N-acétyiglucosamine n’a
qu’un effet chimiotactique sur les PMNs. Une autre étude s’est interressée d différents N-

acétylchito-oligosaccharides’’

et a montre que !"attraction était une fonction croissante
du poids moléculaire et dépendait de 1’oligosaccharide attaché au chitosan.

Le chitosan induit également une production d’oxyde nitnque (NO) par les
macrophages. Le NO intervient ensuite dans de nombreux phenomenes lors de la reponse
immunitaire, au niveau physiologique ou pathologique. Certains travaux s¢ sont attachés
a montrer I"'importance du NO dans la cytotoxicité des macrophages'™. 1l a été montré
que la cytotoxicité tumorale des macrophages pouvait étre inhibée de fagon dose-
dépendante par un inhibiteur de la synthése de NO. la N“-monométhyl-L-arginine'”". De
plus. I"activité cytotoxique des macrophages était directement corrélée a I'induction de
NO. Cependant. la secrétion de NO par les macrophages activés pourrait ¢galement avoir
certains effets secondaires indésirables en terme de biocompatibilité. Le NO pourrait
amplifier la réaction inflammatoire en contribuant a la destruction du polymére et des
tissus environnants. Cette amplification peut intervenir dans l'induction d’une reéaction
inflammatoire chronique et retarder la réparation tissulaire. Une étude in vivo récente
renforce cette idée en identifiant par microscopie électronique la présence de nombreux
leucocytes 14 jours apres implantation, associée a une réparation tissulaire faible (peu de
croissance fibroblastique et peu de déposition ce collagéne)™". Les auteurs ont considéré
que 'activation des macrophages pour synthétiser du NO était principalement due au N-
acétylglucosamine, et en moindre mesure au D-glucosamine. Ils proposent que la

biocompatibilité du chitosan observée aprés 60 jours"®”

pourrait étre due a la dégradation
totale du chitosan qui normaliserait les processus de cicatrisation a long terme.
Enfin, une étude réalisée sur le chien a montré que le surnageant de PMNs

cultivés en présence de chitine ou de chitosan était chimioattractant pour les PMNs, et
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contenait suffisemment de LTB4 pour accélérer la migration cellulaire des PMNs in

vitro'™. On sait de plus que la chitine et ses dérivés activent les fibroblastes

indirectement pour qu'ils produisent I'IL-8", et que la N-acétylglucosamine et la D-

G Le chitosan et la

glucosamine sont directement chimioattracteurs pour les PMNs
chitine jouent également un rdle d’activateur du complément par la voie alterne'™". En
effet, la production de C3 et de C35 augmente en présence de chitosan principalement, et
de chitine dans une moindre mesure. Ces anaphylatoxines jouent un role majeur dans les
phénomenes inflammatoires puisqu’elles sont responsables du chimiotactisme, des
phénomeénes de douleur associés, de I'augmentation de la perméabilité vasculaire, et de la
lyse cellulaire. Par contre. la présence de chitine ou de chitosan n’est jamais
accompagnée de phénoménes intflammatoires tels que fieévre, formation d’abceés ou
¢rytheme. [l semble donc que la chitine et ses dénivés, en paralléle avec leur effets pro-
inflammatoires. présenteraient des effets anti-inflammatoires qui mériteraient d’étre
¢tudiés plus en détail. Cette étude a enfin montré qu’il fallait utiliser chez le chien une
dose 5 fois supérieure a celle administrée chez la souns pour obtenir une réponse
¢quivalente. Cette observation sous-entend que la sensibilité au chitosan varie d’une
espece a [Mautre.

Ainsi. les propriétés d'immunoadjuvant et d’activateur cellulaire du chitosan
initient le processus de défense de 1'héte, qui le protége contre une infection microbienne
ou contre la formation de novaux tumoraux. Le degré de désacétylation du chitosan
apparait un facteur clé dans I'intensité de la réaction immunitaire qu’il engendre chez

I"hote.
1.2.2.3.4. Production de cytokines

De nombreux articles ont été consacrés a I’étude de la production de cytokines par
des macrophages de péritoine de rats activés par des derivés du chitosan. On a observe
que I’exsudat pris dans la zone d’implantation de la chitine présentait une augmentation

de la quantité d’interleukine | (IL-1) et de TNF-a par rapport aux contréles™. Ceci a une



importance si |’on se souvient que ces cytokines, comme le FGF (Fibroblust Growth
Fuactor) accélérent le processus de granulation.

Les dérivés de la chitine accélérent indirectement la croissance de fibroblastes
L929 en formant un complexe avec I'héparine qui, outre ses fonctions d’anticoagulant et
de facteur angiogéne, stabilise le FGF'. Les auteurs suggérent que 1’accélération des
phénomenes de réparation tissulaire observés pourraient étre dus aux propriétés de
I"héparine liée aux dérivés de la chitine. De méme, cette étude a montré que la chitine et
ses dérivés ne stimulaient pas directement la production d'IL-1, IL-6 et de TNF-a par les
fibroblastes. I semblerait que activation indirecte des fibroblastes par la formation du
complexe chitine (ou dérivé)-héparine entraine un relarguage d’IL-8 par les fibroblastes.
IL-8 est connu pour étre un facteur chimioattracteur pour les PMNs et les cellules
endothéliales. I est également angiogéne'™". La présence de PMNs ainsi que |'activation
des fibroblastes par IL-8 entrainent une production indirecte d’IL-1. IL-6 et de TNF-a

par les fibroblastes et les PMNs'~.

1.2.2.3.5. Angiogénése.

L évolution de lésions comblées par de la chitine ont été suivies dans le temps':"‘
¥ Un examen morphologique du site de Iésion a montré une vascularisation accélérée
lors du processus de réparation tissulaire. Le tissu de granulation nouvellement formeé
présente de nombreux vaisseaux. ce qui ne se retrouve pas dans les essais témoins.
D’autres auteurs semblent admettre également cette propriété comme étant bine établie

.. b e (39
pour la chitine et ses dérivés'” '

1.2.2.3.6. Cicatrices.

La formation de cicatrices est fortement corrélée a 1’équilibre entre le catabolisme

et la synthese continue de collagéne. C’est un point critique de la réparation tissulaire, qui
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vise & minimiser les traces d’opération ou de blessure. L’activation in vivo des
fibroblastes par le chitosan a été rapportée, parallelement a une réduction de la taille de la
cicatrice'”. Plusieurs articles rapportent une augmentation de la force de tension mesurée
sur la plaie™”’. Elle semble indépendante de la production de collagéne, ce qui sous-entend
que la N-acetylglucosamine pourrait servir de substrat incorporé dans les tissus de
réparation, sans étre associée a une réaction inflammatoire excessive. Cependant. la
présence d’histiocytes a été observée au site d'injection du chitosan. accompagnée d’une
augmentation de la production de fines fibres de collagene. Elle pourrait étre induite par
le chitosan, entrainant ainsi la production de collagéne par les fibroblastes. En revanche.

des tibres de collagéne épaisses et peu d histiocytes sont rapportés dans les controles™ ™.

1.2.2.3.7. Granulation

La chitine induit la formation de tissu de granulation sain dés les premiers stades
de la réparation tissulaire, bien que le mécanisme associé d ce phénomeéne ne soit pas
encore totalement ¢lucidé. Ce type de tissu de granulation se développe généralement en
I'abscence de corps étranger (bactérie, débris, etc). Le chitosan semble indutre une

granulation plus developpée que la chitine'.

1.2.2.3.8. Epidermisation et kératinisation

Les preuves expérimentales abondent pour montrer que la chitine active la
production de kératine par les kératinocytes, permettant ainsi une régénération rapide de
la peau lésée. Par exemple, dans le traitement des grands brulés, la chitine intervient pour
soulager le patient de la douleur, et favorise une bonne épidermisation sans laisser de
grosse cicatrice et sans perturbation fonctionelle. Dans le traitement de maladies
purulentes des doigts, une ré-épithélialisation rapide est observée avec un temps de

.. vy e s 3
convalescence minimal, et sans recours aux antlblothues‘ )
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1.2.2.3.9. Activités immunologiques et antibactériennes

Les dérivés modifiés de la chitine, incluant le chitosan, la carboxymethyichitine,
ont montré des activités immunologiques intéressantes. Alors qu’une poudre de chitine.
de chitosan ou de carapace de crabe sont sans effet, une solution de chitosan dissous dans
un acide inhibe la prolifération de souches bactériennes""® et de champignons'™. Il a été
proposé¢ que le groupement cationique aminé du chitosan pourrait se combiner aux
groupes chargés négativement présents dans la membrane cellulaire de ces organismes,
comme I'acide N-acétylmuramique ou I’acide N-acétylneuraminique. Ceci aurait pour
conseéquence de modifier les échanges avec le milieu et d’empécher leur croissance®*,
D autre part. le chitosan peut chélater les ions métalliques nécessaires aux enzymes et

ainsi les inactiver.

1.2.2.3.10. Dégradation

La chitine, le chitosan ainsi que certains dénivés de la chitine comme la N-
carboxymethyibutylchitine ou la 35-méthylpyrrolidinone (MPC) sont sensibles aux
lysozymes'™”'. La N-acétylglucoasaminase et certaines lipases agissent également sur le
chitosan et la chitine'®”. La diminution de viscosité associée a la dégradation du polymére
est une fonction lindaire de la température et est indépendante de la concentration initiale
du substrat. Par contre. certains analogues synthétiques de la chitine, comme
I"acétamidodéoxycellulose, et I'aminodéoxycellulose ne sont pas sensibles aux
lysozymes et aux chitinases. Le degré d’organisation du polymére est un autre facteur
intervenant dans sa susceptibilité¢ a la dégradation par les lysozymes. Un polymere
cristallin sera moins sensible a I’enzyme qu’un polymeére plus amorphe.

La dégradation du chitosan par cette batterie d’enzymes libére des

chitooligomeéres pouvant activer directement les macrophages et indirectement les
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fibroblastes'™ dans leurs fonctions, comme nous l'avons vu plus haut. Monoméres et
oligomeéres sont également disponibles pour étre integrés dans les composants de la

matrice extracellulaire, aidant ainst a la reconstruction des tissus.

1.2.2.3.11. Liaison cellulaire

Le chitosan se lie facilement 3 de nombreux types cellulaires (cellules
mammiféres, microbes. etc.). Cette propriété est associée a des propriétés hémostatiques.
bactériostatiques. spermicides et anti-tumorales. Dans les années 30, les possibilites
d’interactions des polycations avec les membranes cellulaires ont éte décrit
abondemment''~", principalement avec les globules rouges. De nombreuses détudes
démontrent que ces matériaux entrainent une agglutination des globules rouges, ce qui
explique ['activité hémostatique du chitosan''”. Elle est indépendante des réactions
intervenant dans la formation d’un caillot sanguin. Le résultat est un enchevétrement de
celiules dans un réseau de chaines de polymeére interreliées. Cette activité dépend
également du poids moléculaire du polymeére. En effet. un polymere de faible poids
moléculaire est incapable d’entrainer la formation d’un agrégat érythrocytaire.

Il est bien connu que la force de répulsion naturelle des globules rouges entre cux
est liée a la charge nette négative de leur membrane cellulaire, due a la présence d"acide
neuraminique sur la surface. Un traitement de la surface des globules rouges par des
neuraminidases enléve ces résidus membranaires et rend la surface neutre et insensible a
la présence de chitosan. Il a été montré que le chitosan interagissait avec les globules

rouges par |"intermédiaire de ces résidus négativement chargés''”.

1.2.2.3.12. Propni¢tés ostéoinductrices

Une étude récente a évalué la réparation de défauts osseux pratiqués chez le lapin

au niveau du tibia, et comblés par du MPC lyophilisé"*?. L observation histologique a 60
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Jjours a identifié la présence de tissus osseux néoformés plus abondants que dans les
controles. La nature cationique du chitosan et sa faculté a lier les anions, comme les ions
phosphates, semblent avoir favorisé la minéralisation. Les précurseurs des ostéoblastes,
peut étre stimulés par les facteurs de croissance emprisonnés dans le réseau matriciel, ont
donné naissance a des tissus minéralisés de type osseux. La présence de chitosan double
quasiment la quantit¢ de colonies de cellules osseuses formées, et favorise la
différenciation des cellules ostéoprogénitrices, aidant ainsi a la formation de nouveau
tissu osseux'*™. Des expériences in vivo encourageantes ont tenté de coupler un dérivé
du chitosan avec la BMP (Bone Morphogenic Protein). qui joue un role important dans

$3.54)

les phénomeénes de remodellage des os et du cartillage'™ Les résultats obtenus
soulignent I'intérét d’une approche biochimique pour la correction thérapeutique des

pathologies articulaires. dont I'ostéoporose est un des exemples les plus représentatifs.
1.2.3. Applications

1.2.3.1 Génie tussulaire

1.2.3.1.1. Réparation tissulaire et peau artificielle

La réparation tissulaire consiste en une série de processus biophysiques
complexes régulés par différents facteurs humoraux et médiateurs anti-inflammatoires.
Dans le cas de la régénération de la peau. I'ensemble de ces processus aboutissent a la
reconstruction des tissus cutanés et sous-cutanés, garantissant une protection naturelle
contre les facteurs externes. autant physiques (rayonnements. etc.) que biologiques
(infection, etc.) Les facteurs de régulation incluent des facteurs immunologiques dont
I"action peut-étre décisive, notamment lors des phases précoces de 1'inflammation.

Briévement, la suite d’événements qui a lieu peut se résumer en trois phases de la
maniere suivante : dans un premier temps, des cellules inflammatoires venant des tissus
environnants affluent vers le site de la lésion. 1l s’agit principalement de PMNs et de

granulocytes-macrophages. Puis les fibrocytes arrivent sur le site de la lésion par
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attraction chimiotactique, ou ils proliferent et se différencient. lls produisent la matrice
extracellulaire. principalement constituée de collagéne, de protéoglycanes et d'élastine,
participant ainsi 3 la mise en place d’un nouveau tissu conjonctif qui procurent une force
de tension nécessaire & la nouvelle peau. Simultanément, de nombreux capillaires
sanguins et lymphatiques se constituent. Ils approvisionnent le site de lésion en
nutriments, en cellules et en oxygeéne. Ce phénomene est connu sous le nom
d’angiogénese. Des cellules épithéliales commencent a combler ['espace entre la crodte et
les tissus néoformés. Dans la troisieme et derniére phase. le nouvel épithélium se forme et
redonne a la peau sa fonctionnalité.

Les patients souffrant d'une perte abondante de peau ont besoin d’une protection
provisoire contre le milieu extéricur et ses aggressions éventuelles. Ils ont ¢galement
besoin d’une barriere contre les pertes d’cau abondantes lors d une brilure. Le chitosan a
été propos¢ comme inhibiteur de fibroplasie et comme activateur de croissance cellulaire

. . . . L AR38.40
pour aider a la reconstruction tissulaire' '

. Le British Textile Technology Group a
brevet¢ une procédure de fabrication de fibres a base de chitine provenant de
champignons. dont la structure est radicalement différente des tibres habituelles. obtenues
a partir de chitine de crustacées. Elles sont plus ramifiées et ont une structure plus
iréguliere”"’. Elles sont également plus cassantes et doivent étre associées a des
plastifiants. En général. les dérivés de la chitine étudiés accélérent les processus de
réparation tissulaire et laissent une cicatrice plus estompée. moins visible. Le chitosan
assure une neéovascularisation suffisante et un apport en chitooligomeéres continu qui
stimule la déposition, I'assemblage et I'orientation correcte des fibrilles de collagéne
incorporées dans la matrice intracellulaire. Ces chitooligoméres sont relargués par
I"action hydrolytique de la N-acétyl-B-D- glucosaminidase et du lysozyme"™. 11 a été
montré que le chitosan activait la production d"interleukine | par les macrophages. Cette
cytokine a un réle de facteur de croissance pour les fibroblastes. et parallélement, eile
entraine leur maturation pour qu’ils produisent du collagéne. De plus. le chitosan et ses

dérivés carboxylés ont montré des propriétés immunologiques et anti-bactériennes en
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milieu acide, ce qui contribue a la protection des tissus pendant la reconstruction de la
peau lésee.

Des patients opérés pour chirurgie plastique ont été traités par du MPC mis
directement au contact des plaies. La zone de contact présentait toutes les caractéristiques
requises pour une bonne protection contre les infections. De plus, on observe une bonne
organisation histoarchitecturale, une meilleure vascularisation ¢t une absence de cellules
inflammatoires au niveau dermique. par rapport aux contréles™'.

Un exemple type de peau antificielle constituée de chitosan complexée avec des
fibres de coilagéne de type [ et 11, ainsi qu“avec de la chondroitine 4- et 6-sulfate a cté
évalué (collagéne :72%, chondroitine suifate :20%. aminoglycanes :8%)". La
réticulation entre le groupement amine primaire du chitosan et le groupe sulfate semblait
essentiel au complexe pour conférer de bonnes caractéristiques mécaniques et rendre la
membrane insoluble. Sur la face "dermale”. des fibroblastes étaient inclus. et des
kératinocytes ¢taient présents sur la face "épidermale”. Ces derniers furent exposés a ['air
avant leur utilisation, ce qui a induit la différentiation des couches superficielles. qui
développa une peau protectrice contenant les diverses couches d'une peau normale.
notamment la stratum corneum. Diverses protéines furent exprimees (filagrine. kératine,
¢tc.) et une structure similaire a la membrane basale se constitua. Le chitosan joua le rdle
de barriére protectrice pendant que la peau se constituait., tout en augmentant la
production de collagéne et de facteurs de régulation par les fibroblastes. et en permettant
une bonne adhésion de la membrane sur la plaie. Il permit en outre la revascularisation de
la zone lésée et sa colonisation par les fibroblastes. Le résultat fut la formation d’une
matrice organisée présentant un tissu de granulation limité et une cicatrice plus ¢lastique
et moins fibreuse, ayant retrouvé une permeabilité plus normale et dont I'aspect final etait

plus esthétique.

1.2.3.1.2. Réparation du ménisque



La réparation du ménisque est en genéral assez difficile. Une étude a montre que
le chitosan était bien toléré au niveau de la synovie articulaire™. Les processus de
régénération ont été favorisés et accélérés, alors que cette reparation est quasiment
inexistante spontanément. L’action angiogene du chitosan a été proposée pour aider a
I"apport de nutriments et de facteurs humoraux nécessaires a la régénération tissulaire®™.
Des incisions radiales ont été faites au niveau du ménisque interne chez le lapin et traitées
par une solution de MPC. Quarante cinq jours apres |'opération. des ¢léements
caractéristiques de la réparation tissulaire ont pu étre observés, a savoir, la présence de
microvaisseaux et la formation de faisceaux de collagéne en direction du tissu
cartilagineux constitutif du ménisque.

v e . L4
1.2.3.1.3. Régénération du tissu osseux'' ="'

Des études in vivo faites chez le lapin et le mouton ont montré que le chitosan
modifi¢. a savoir le MPC. favorisait la régénérescence du tissu osseux'"*™. Chez
I'homme. les plaies laissées par |'opération chirurgicale des dents de sagesse ont été
traitées par du MPC lyophilisé sous forme d éponge™. L’observation radiologique des
plaies et les biopsies faites présentaient une croissance des tissus osseux. comblant les
espaces vides laissés par ['opération, et conférant ainsi les propriétés mécaniques et
physiologiques requises pour une bonne cicatrisation.

Le MPC a également été utilisé avec succes pour le traitement des apicectomies
chez I'’homme, sans qu’aucune complication ultérieure ne soit rapportée apres trois
années de suivi médical‘®.

Enfin, les propriétés du chitosan comme ostéoinducteur'®®

ont été associées A
celles décrites dans le domaine des systémes de libération controlée. Le chitosan a éteé
couplé a une protéine favorisant la formation osseuse, la BMP (Bone Morphogenic
Protein). Sa biodégradation a entrainé une libération continue de la protéine. favorisant la

formation de tissu osseux''".
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Le MPC apparait donc comme un bon biopolymere pour aider a la réparation des
tissus osseux consécutivement a une chirurgie osseuse et pour le comblement des
fractures osseuses. Ces résultats confirment également 'interét d'une thérapeutique de

type btochimique dans le traitement des pathologies osseuses chez les personnes agées.

1.2.3.1.4. Matrice pour I'encapsulation de cellules

L’encapsulation de cellules est un domaine en plein essor dans le génie tissulaire
pour le développement d'organes artificiels. De nombreux complexes polyméres sont
evalués pour maintenir des cellules viables et fonctionelles en culture, avec une faible
cytotoxicité a la fois pour les cellules encapsulées et pour les tissus ol sont implantées les
xeénogreffes. Des microcapsules d’alginate couplées a la poly-L-lysine ont &té traitées
avec un melange de chitosan et de glutaraldéhyde comme agent réticulant, ce qui a
amélioré leur stabilité mécanique tout en leur conservant une bonne perméabilité''”. De
plus. I"utilisation de Polyethyleneglycol pour enrober les microcapsules permet de réduire
I"adsorption de protéines sur la surface des microcapsules et I"adhésion cellulaire,
limitant ainsi les phénoménes thrombogéniques et inflammatoires.

Une autre ¢tude s’est intéressée au role dadjuvant joué par le chitosan dans la

. - . v - . - 9
préparation de matrice d’alginate pour I'encapsulation de cellules'”

. Les auteurs ont
montre Gue le chitosan aidait & I'immobilisation des cellules adhérentes a 'intérieur du
complexe polymere. Il améliore également sensiblement fa viabilité des cellules

encapsulées.

1.2.3.2. Systemes de libération controlée

. . N . 39
Le chitosan est sensible a plusicurs enzymes"”

, 1l est donc biodegradable. De
plus, il présente des propriétés anti-ulcére et anti-acide, ce qui en fait un candidat
potentiel pour les systemes de libération controlée de médicaments ou pour d’autres types

de molécules (protéines, ADN. etc.), notamment par voie orale. L’éfficacité du systeme
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dépend du médicament contenu dans la matrice de chitosan. de la masse moléculaire du
chitosan, du pH, et de I'agent réticulant”*’**". En particulier. un haut degré de réticulation
entraine une diminution de perméabilité et ralentit la libération de I’agent thérapeutique.
Diverses molécules ont été incorporées dans des microsphéres de chitosan pour
ctudier leur cinétique de libération. tels I'albumine sérique bovine et le toxoide de la
diphténe (DT)™. Jameela et al ont étudié la biocompatibilité in vivo de microspheres de
chitosan chargées de DT. lls ont observé qu'elles engendraient une faible production
d’anticorps sur 5 mois. et que le taux de relarguage, aprés un pic initial. suivait une
cinétique d’ordre 1. Le pic initial a pu étre controlé par enrobage des microspheres par
une couche d’huile de paraffine ou de poly(acide-L-lactique). Un point important est que
les microspheres n'étaient pas degradées en totalité aprés six mois d’implantation. Le
chitosan est par conséquent un bon candidat pour les systémes de libération controlée
agissant sur une longue pénode. De plus. des bisphosphonates incorporées a des
microspheres ont été implantées dans le muscle tibialis chez le rat présentant des

.. . . 42
conditions pathologiques de destruction osseuse™-.

Le relarguage de médicaments
agissant contre la calcification et la résorption osseuse ont effectivement inhibé la
calcification des bioprotheses implantées.

L administration orale de médicaments est sans doute la voie non-invasive la plus
commune et la plus pratique, particulicrement pour le traitement de pathologies
chroniques. Cependant, la densité de |'¢pithélium gastrointestinal et la présence de
proteéases dans le tractus gastrointestinal constituent les barriéres principales a 'efficacité
de plusieurs médicaments. C'est pourquoi de nombreuses stratégies ont été proposées
pour contrecarrer ces difficultés. Le chitosan a, par exemple, été étudié comme systéme
de libération en raison de sa sensibilité au pH. Il faut rappeler que le pH intestinal est
voisin de 3-6, alors que le pH buccal. est proche de 7. Remuiian-Lopez et af rapportent
I"utilisation du chitosan pour deux systémes de libération contrélée microparticulaires™*.
Dans le premier cas, de [’amoxycilline est incorporée a des microparticules de chitosan et

délivrée au niveau de la cavité gastrique. Les auteurs proposent que les particules

adhérent a la paroi stomacale et aident au traitement des ulcéres gastriques causés par
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I"helicobacter pyvlori. Dans le deuxiéme cas, du sodium de diclofénac. anti-inflammatoire
reconnu, est incorporé dans des particules de chitosan et enrobé dans un polymere
acrylique entérique. Les études in vivo ont montré que la cinétique de libération est
fonction du pH. Selon les auteurs, les particules passent la barriére stomacale sans étre
degradées du fait de I'enrobage par des polymeres acryliques. [ls se dissolvent une fois
Uintestin atteint et les microparticules de chitosan adhérent a la muqueuse ou le
medicament est libéré. Le chitosan est connu pour ses bonnes propniétés d’adhésion a la
paroi muqueuse, et ceci est d’autant plus vrai pour les polymeres de haute masse
moléculaire.

Takeushi et al ont combiné les propriétés mucoadhésives du chitosan aux
propriétés de libération contrélée des liposomes'™. Des liposomes contenant de I'insuline
ont ¢t¢ enrobés de chitosan pour augmenter ['absorption entérale de l'insuline. La
mucoadhe¢sion a été téstée in vitro, et des particules ont été administrées oralement in vivo
chez le rat a I'aide d’un tube intragastrique afin de tester I'absorption. Un lien a été établi
entre la concentration en chitosan de I'enrobage et la mucoadhésion, a savoir une
meilleure adhésion pour les concentrations élevées. Dans ce cas. |'absorption de
I'insuline a été améliorée.

Le chitosan a ¢galement été utilisé comme excipient pour aider a la dissolution de
drogues peu solubles et pour favoriser une libération continue™. Des films de chitosan-
glutamate ont servi a enrober des comprimés utilisés dans la libération controlée de
médicaments pour améliorer les caractéristiques de libération. Les tests in vitro ont
montre de bonnes propri¢tés de gonflages et un bonne perméabilité, dépendant fortement
du pH et de la concentration de I'agent réticulant. Ces études montrent I'interét de ce
polvsaccharide comme tilm d’enrobage fonctionnel dans le domaine pharmaceutique.

L'indométhacine est un anti-inflammatoire qui inhibe la cyclooxygénase,
impliquée dans la synthése des prostaglandines. Des granules a libération retardée ont éte
préparés a partir de chitosan de 3800kDA. La drogue et le chitosan forment un compiexe
soluble dont la stabilité est due aux forces ioniques et aux interactions hydrophobesm’.

L absorption par la muqueuse orale était supérieure quand le médicament était associ€ au
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chitosan. La libération retardée est due aux interactions entre le chitosan et la mucine,
composant le mucus, qui ralentit le transit dans l'intestin. Rappelons que la N-
acétylglucosamine est elle-méme anti-inflammatoire, comme on |'a vu plus haut. Elle est
synthétisée a partir du glucose et est incorporée dans les giycoprotéines et les
glucosaminoglycanes. Elle a été administrée chez I’humain par voie orale, intraveineuse
et intramusculaire pour des études pharmacocinétiques. Ii s’est avéré qu’elle pouvait
diffuser rapidement dans la plupart des tissus et des organes pour s’accumuler dans les
tissus et les os.

Des microsphéres préparées a partir de chitosan réticulé et enrobées d’une couche
de lipides (dipalmitoyl-phosphatidylcholine) ou de polysaccharides anioniques
(carboxyméthylchitine) ont été utilisées pour libérer une émulsion de 3-fluorouracil (3-
FUY*™. Les résultats de 1"¢tude de libération du médicament dans une solution saline a
37°C montrent que la couche de lipides. et dans une moindre mesure. celle de
polysacchardes, retardent la libération du 3-FU.

On connait ['interét des nanoparticules hydrophiles dans 1'administration de
molécules thérapeutiques. Calvo ¢f uf proposent une nouvelle méthode de préparation de
nanoparticules par gélation a partir de chitosan et de poly(oxyde d’ethyléne)*®'. Un test
de libération dalbumine sérique a montré une bonne encapsulation de protéines et une
libération continue sur une semaine.

La thérapie génique est un domaine en pleine expansion depuis quelques années.
La encore. la matrice d’enrobage de I’ADN est un élément clé pour I'obtention d’un
systeme etficace. De nombreux systémes non-viraux ont été proposés comme solution
alternative aux vecteurs d’origine virale. Ces derniers sont en effet peu sirs en ce qui
concerne leur potentiel immunogéne et leur stabilité, et ils sont de surcroit disponibles en
trop faible quantité. Divers complexes lipidiques, protéiques ou polyméres ont été testes
pour diverses approches : certains systémes dirigent la molécule d’ADN vers un
récepteur membranaire en surface de la cellule. D’autres la font pénétrer dans la cellule et
la dirigent vers le cytoplasme et sa chaine enzymatique. ou vers le noyau. L’ADN étant

chargée négativement, le chitosan semble étre un bon candidat pour former avec elle un
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complexe stable par interactions ioniques. Des études rapportent de bons résultats comme
transporteur d’ADN via reconnaissance par un récepteur membranaire et endocytose. Le
chitosan a également montré une faible cytotoxicité *'”.

Une autre étude rapporte les résultats d’un couplage entre un chitosan modifié lié
a I"acide désoxycholique. donc rendu plus hydrophobe. et un plasmide''®’. Ce compiexe
forme des aggrégats qui assurent une libération contrélée du plasmide et une meilleure
transfection des cellules hotes par rapport a I'injection d"ADN seul. L intérét d utiliser le
chitosan dans ce cas réside principalement dans sa biodégradabilité et sa faible

cytotoxicite.

1.2.3.3. Cosmétiques

[ est reconnu que le chitosan a des propriétés fongicides et fongistatiques. De
plus, le chitosan est le seul polymére a devenir solide ou a augmenter en viscosité quand
il est neutralis¢ en milieu acide. H est utilisé comme adjuvant pour des crémes. des

. . . 4
lotions, et dans certains vernis a ongles' ™.

1.2.3.4. Agroalimentaire

La N-acétylglucosamine que ’on retrouve dans le lait d’origine humaine aide a la
croissance des bacténes bifidus qui. d'une part. inhibent la croissance d autres bactéries,
et d’autre part synthétisent la lactase dont 'enfant a besoin pour métaboliser le lactose.
Le lait de vache contient peu de N-acétylglucosamine. ce qui explique les indigestions
rencontrées chez certains enfant nournis au lait de vache. Cette intolérance au lactose se
retrouve également chez certaines personnes agées. Des études chez I'animal ont montré
qu’un supplément en chitine ou un de ses dérivés dans le petit lait utilis¢é pouvait
améliorer la flore intestinale et permettre un gain de poids en améliorant la digestion™".
Le chitosan a également ¢té proposé comme supplément dietétique dans les

{34

régimes amincissants” . [l se lie aux graisses dans l’estomac avant qu’elles soient



24

absorbées au niveau intestinal. L’organisme ne peut absorber les complexes ainsi formés
a cause de leur poids moléculaire trop important. lis sont donc ¢liminés plus facilement et
ils empéchent le métabolisme de ces graisses. L intérét du chitosan dans cette application
résid:> dans le fait qu’il est chargé positivement et peut ainsi se lier aux acides biliaires

ainsi qu’aux lipides chargés négativement.

1.2.3.5. Environnement

De par sa nature cationique. le chitosan peut se lier 3 de nombreux types de
molécules chargées négativement. [l peut par exemple se lier a des protéines, ou chélater
des ions métalliques. 1l est ainsi utilisé dans le domaine environnemental pour purifier et
pour assainir les caux usées. On "utilise également comme fertilisant ou comme additif

pour |"alimentation animale'™.

1.3. Approche expérimentale

1.3.1. Problématique

Bio Syntech Canada Inc a développé une nouvelle méthode brevetee de
préparation de gel a base de chitosan. Dans le cadre d¢tudes précliniques. il était
intéressant de connaitre le comportement du gel ainst que la réaction d’un systeme hote
face 4 son introduction en milieu biologique. C’est pourquoi deux compose€s ont éte
choisis en fonction des données précédemment obtenues concernant leur comportement

.. N . 0.4 . ., . . .
chimique  la gelation™"""". et étudiés in vivo et in vitro.
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1.3.2. Tests et design expérimental

Connaissant les propriétés du chitosan vis-a-vis de souches cellulaires telles que
les macrophages, il a semblé intéressant d’étudier in vitro le comportement de ce type
cellulaire mis en contact avec les produits séléctionnés. Mais afin de tenir compte de la
complexité de I'environnement biologique que constitue un organisme vivant. nous avons
choisi le rat comme modele in vivo pour évaluer la réponse obtenue lors de I'implantation
de ce matériel in situ. C'est pourquoi les expériences décrites dans ce mémoire se
partagent en deux parties distinctes mais dont les résultats sont complémentaires. Une
partie concerne les données in vitro obtenues par culture de macrophages de souris en
surface de gels synthetisés a Bio Syntech. alors qu'une autre partie concerne
I"tntroduction a long terme de ces mémes matériaux chez le rat. afin d'éudier les
réponses aigués et chroniques développées in sitw. Il est important de rappeler que ces
deux espéces animales. quoique proches. pourraient présenter des variations dans les

réponses obtenues.



Chapitre 2 : Produits et Méthodes

2.1. Les solutions de chitosan

Le chitosan utilisé pour I'ensemble des expériences qui seront décrites
ultérieurement proviennent de chez Mayvpro. Nous avons utilisé trois chitosans de degres
de désacétylation (dda) différents : un chitosan désacétylé a 95% (95DA. lot Maypro-99-
ASCQ-0140). un chitosan désacétylé a 89% (89DA. lot Maypro-99-ASCQ-0351), et
chitosan désacétylé a 91.7% (91.7DA, BST-gel. lot PCCH00007). Le matériau brut se
présente sous forme de poudre. Elles ont été dissoutes pendant 24 heures dans une
solution d’acide chlorydrique a 0.1M sous agitation. Une concentration de 3% (w/v) a éte
requise pour les gels utilisés pour des tests in vivo pour des raisons de maintien
mécanique lors de I'implantation chirurgicale. Pour les tests de cytotoxicite in vitro, les

gels préparés avaient une concentration de 2% (w/v).
2.2. Les solutions de B-glvcérophosphate (BGP)

Des solutions aqueuses de B-glycérophosphate disodique ont été préparees dans
de I'eau déionisée (280mM pour le chitosan désacétylé a 95%, et 276mM pour le
chitosan désacétylé a 89%. la quantité de PGP étant fonction du dda). Le BGP provient
de chez SIGMA., il est certifié par le fournisseur comme étant non cytotoxique pour les

cultures de cellules (N. de catalogue G9891).
2.3. Stérilisation

Les solutions de chitosan ont été autoclavées a 120°C et 100kPa pendant 20
minutes, puis disposées a 4°C ensuite jusqu'a refroidissement suffisant. Le mélange des
deux solutions. chitosan et PGP. doit en effet se faire 4 4°C pour éviter toute

précipitation “**". En ce qui concerne les solutions de BGP. une filtration sur filtre de
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0.2um fut utilisée. Les deux solutions de BGP de concentrations différentes furent

ensuite mises a 4°C.
2.4. Préparation des gels

Les solutions de chitosan et de BGP furent mises a 4°C dans de I’eau glacée,
avant que les solutions de PGP ne soient ajoutées goutte-a-goutte. sous agitation
constante, a leur solution de chitosan respective. Une fois les mélanges homogénéisés, les
solutions furent. soit dispensées dans des seringues stériles de Iml de chez Becton-
Dickinson et mises a 4°C avant injection. ou laissées a gélifier a 37°C pendant 48 heures
dans des pétris stériles. Dans les solutions gelifiées. des disques de 6mm de diamétre et
de Imm d’¢paisseur furent découpés et soit conservés a 4°C avant I'implantation

chirurgicale. soit lyophilisés et conservés a 4°C.
2.5. Expérimentation in vivo

Toutes les expérimentations in vivo furent etfectuées chez des rats Sprague-
Dawley adultes, males, pesant entre 250 et 300 grammes. Un mélange
d"hypnorm ®/midazolam “/eau déionisée fut utilisé pour I anesthésie générale (50ung/100g
de poids corporel). Le dos des rats fut préalablement rasé et désinfecté en utilisant un
meélange d’ethanol 70% et de Proviodine, dispensé sur des compresses stériles. Les
injections et les implantations ont été faites dans le muscle médial glutéal (medius
gluteus), au niveau fessier. Chaque expérience fut répétée en triplicata.

Les injections intramusculaires ont été faites avec des aiguilles 22G de chez
Becton-Dickinson. Une solution saline stérile fut injectée pour les contrdles.

Pour les gels sous forme solide (disques gelifiés et lyophilisés), une implantation
chirurgicale sous conditions aseptiques fut effectuée. Les plaies ont été refermées avec du
fil chirurgical stérile Dermalon 3.0. Pour les contréles. une incision chirurgicale fut

pratiquée et refermée sans implantation de matériel.
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Aux jours 1,3,7,15.30,60,80, et 120, les rats furent sacrifiés par asphyxie au COx,
et les implants furent collectés, fixés dans une solution de Formalin 10% (formaldéhyde.
methanol, eau), puis traités par une coloration HPS (Hématoxiline. phloxine, safran) pour
analyse histopathologique. Les résultats furent revus par un histopathologiste
indépendant. Les plaques histologiques furent analysées sur un microscope Nikon Elipse
TE300. doté d’un systéme d’analyse d'images Metaview ¢t d'une caméra Coolsnap de

RS Photometrics.

2.6. Expérimentation in vitro

2.6.1. Souches cellulaires et culture de cellules

Toutes les expéniences in vitro ont été faites sur des macrophages J774A.1 de
souris balb/c, de chez ATCC (Numéro de catalogue : TIB-67). Elles ont été cultivees
dans du miliecu RPMI 1640. supplémenté a3 2mM en L-glutamine. ¢t a ImM en pyruvate
de sodium. Une concentration volumique de 10% en FBS (Fetal Bovine Serum) a été
utilisée pour chaque culture. Les produits utilisés ainsi que leur provenance sont listés

dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1. Liste des produits et de leur provenance.

Produit Provenance No de catalogue
RPMI GibcoBRL 11875-093
FBS GibcoBRL 10437-028
L-glutamine GibcoBRL 25030-081
Pyruvate de sodium GibcoBRL 11360-070
PBS GibcoBRL 10010-023
Bleu de trypan GibcoBRL 15250-061
Giemsa Sigma 089H4376




Le PBS utilisé ne contient ni CaCl> ni MgCla.

2.6.2. Test de libération de BG P

2.6.2.1. But

Nous avons émis I'hypothése que lors des implantations de matériel in vivo, le
BGP est relargué en grande partic. Nous appuyons cette hypothése sur le fait que le
milieu biologique étant dépourvu de BGP. on peut supposer qu'une grande partie est
libérée par diffusion simple. Enfin, le PGP utilisé est certifié par le fournisseur. SIGMA,
comme ¢tant non cytotoxique en culture de cetlules. Ceci nous a ammene a porter notre
attention sur le chitosan lui-méme lors des tests in virro. C'est pourquol nous avons
ctablit une procedure de ringage systématique des gels avant d'initier la culture de
cellules sur la matrice de chitosan. Nous avons donc procédé a un test de libération du
BGP pour connaitre les meilleures conditions de ringage afin d’éliminer la plus grande

quantité de BGP.

2.6.2.2. Manipulations

Un systeme de chambres de culture en polypropylene. intégrées sur des plaques
histologiques en plastique Permanox ”. de chez Nalge Nunc International (Naperville, IL)
a été utilisé pour ce test. Ce systéme est connu sous le nom de “Lab-Tek Chamber Slide
System””. Chaque plaque comporte 8 puits distincts, ayant chacun une surface de
70mm". Pour des raisons de disponibilité de matériel, seul un gel désacétylé a 89% est
prépare selon la procédure décrite plus haut. Dans chaque puit, on dispense 300ul de
chitosan. Les plaques sont laissées a 37°C pendant 48 heures pour que le gel durcisse.
Une fois le gel prét. 1ml de PBS (Phosphate Buffered Saline, 7.4) fut ajouté a chaque puit
au temps initial, et remplacé par du PBS frais toutes les heures pendant les 4 premieres

heures. Puis deux groupes sont formés. Dans le premier, du PBS est ajoute pour une
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cinquiéme heure suppl!émentaire, tandis que dans le deuxieme groupe, du PBS est ajouté
pour une durée de 48 heures. Apres 48 heures, les deux groupes sont repris pour un
dernier ringage de | heure avec 1ml de PBS.

A chaque temps. 800pt de PBS recueilli est conservé, et un standard interne
(Na:HPO,) est ajouté. La concentration de PGP utilisée lors de la synthése d'un gel de
chitosan désacétylé a 89% est de 276mM. Ceci constitue la concentration maximale que
I'on peut attendre une fois I'ensemble des opérations de préparation effectuées. Une
solution stock de Na;HPO, de concentration 2.76M est préparée, et 100ul de cette
solution sont ajoutés a chaque ¢chantitlon afin d’obtenir une concentration finale de
276mM dans le Iml final de chaque échantillon. Cent pl de D:O sont enfin ajoutés
comme solvent de référence pour le spectrométre RMN sur lequel 'analyse a été
effectuée, d savoir un Varian Unity 300MHz. L'ensemble des spectres RMN du
phosphore contenu dans le BGP sont montrés dans le chapitre suivant. Puisque chaque
puit a ¢te lave avee du PBS, solution contenant déja du phosphate, il faut retrancher a
chaque valeur obtenue la quantité de phosphate provenant du BGP. D aprés le
fournisseur. le PBS contient 0.144g/1 de KH:PO; (Masse molaire de 136g/mol). et
0.795w1 de Na;HPO: (masse molaire de 268g/mol). On a donc 1.06 107 moll de
KH:PO; et 2.96. 107 mol/l de Na:HPO;, ce qui fait un total de 4.12.107° mol/l en
phosphate. Sachant que Iml de PBS sont dispensés a chaque lavage. on retranche

4.12.10-6 moles de phosphate aux valeurs obtenus par RMN.
2.6.3. Test d adhésion cellulaire

L'adhésion des macrophages J774A.1 a été évaluée, afin de connaitre les
interactions entre le gel et ce type cellulaire, dont le role central dans les phénomeénes
d’inflammation et d'immunité a été montré dans la revue de littérature.

Les cultures cellulaires faites dans le cadre du test d’adhésion cellulaire ont été
pratiquées sur le méme systéme que celui utilisé pour le test de libération du BGP ("Lab-

Tek Chamber Slide System®”). Les plaques utilisées contenaient 4 puits distincts les uns
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des autres. Dans chaque plaque, un méme échantillon est testé en triplicat, et un controle
est évalué en paralléle, avec la méme concentration cellulaire. Pour ce dernier. la culture
cellulaire est effectuée directement sur la plaque de verre. Chaque puit a une surface de
180mm”.

Un gel 95%DA et un gel 91.7%DA ont été évalués en parallele. Ils furent
préparés tel que décrit plus haut. Une fois le melange chitosan/solution de BGP
homogénéisé, 400ul de chaque gel furent dispensés dans 3 puits de chaque plaque, le
quatriéme étant réservé au controle. La procédure de ringage des gels est la suivante : Iml
de PBS stérile était dispensé dans chaque puit contenant du gel. Il fut renouvelé par Iml
de PBS frais toutes les heures pendant les 4 premieres heures. puis laissé 48 heures a
37°C. Les puits furent alors vidés avant d’ensemencer les cellules.

Trois concentrations différentes de cellules furent ensemencées sur les gels:
2.10°, 2.10%, et 2.10° cellules/ml. La surface étant de 1SOmm°. ces concentrations
correspondent respectivement a2 11, 111, et 1111 cetlules/mm”. Chaque plaque représente
une méme concentration de cellules. dispensées sur un des deux types de gels, a un temps
de culture donné. ceci afin d’éviter les biais dus a un éventuel contact entre des
conditions de culture différentes.

Les cellules sont diluées dans du milicu de culture RPMI 1640 (10% FBS) pour
obtenir trois solutions distinctes. de concentration respective 2.10°. 2.10*. et 2.10°
cellules/ml. Un ml de chaque solution est inséminé aux puits correspondants. Les plaques
sont ensuite mises en culture 4 37°C (5% de CO-), pendant 1. 2. 3. 4. 8. 24, ou 48 heures.
A chaque temps. le milicu de culture des plaques correspondantes est enlevé, puis les

cellules sont fixées et colorées selon le protocole suivant :

Fixation Coloration Lavage (x2)
Methanol/Eau Methanol pur | Giemsa/Eau déionisée Eau déionisée
déionisée (1:1%)
10 minutes 10 minutes 10 minutes 10 minutes
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Les plaques sont ensuite séchées a I"air libre pendant 1h et obervées au microscope pour
comptage cellulaire. Une surface de référence rectangulaire de 785.7um par 550um est
utilisée pour le comptage. La surface est donc de 0.4321 mm". Les résultats sont
exprimés en nombre de cellules par mm”.

Une analyse statistique fut menée avec le logiciel Statview v.3.0.1 (SAS. Cary,
NC. USA). Une analyse de variance (ANOVA) suivi d'un test de schéffé sera fait sur
chaque arrangement de valeurs afin de déterminer les différences significatives entre les
variables ‘temps’, ‘concentration’, et “gel’. Le test de Schéffé sera appliqué aux valeurs

trouvées différentes suite a ’TANOVA.
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Chapitre 3 : Résultats

3.1. Biocompatibilité in vivo
3.1.1. Réaction aigué

Les implants récoltés apres sacrifice sont restés au site d’implantation, aucune
migration de matériel hors du groupe musculaire sélectionné n’a été observee. Ceci est
valable autant pour les gels injectés sous forme de liquide visqueux. que pour les gels
solides ayant subit une premiére phase de gélation in vitro. Aucune nécrose du muscle
environnant n'a été observée macroscopiquement. L'observation histologique des
implants 2 montré que les gels subissaient une érosion progressive en surface (voir photo
1), principalement due a une phagocytose par les macrophages et les polynucléaires
neutrophiles (PMNs) présents quelques heures aprés I'implantation (voir photo 2 et 3).
On peut noter que d'une fagon générale, les gels désacétylés a 89% (89DA) ont induit
une réponse relativement plus forte que les gels désacétylés a 95%, et dont le délu
d’apparition fut pius court. Ainsi, et ceci concorde avec les données généralement
admises dans la littérature, le gel ayant le degré de déacétylation le plus faible a entrainé

une réponse inflammatoire aigué plus importante™*-%7*%,

Les PMNs ainsi que les macrophages ont pu étre observés des le premier jour
aprés 'implantation pour les 89DA injectés. La réaction inflammatoire aigué observée
pour les 89DA injectés s’accompagnait d’une nécrose des myocytes environnants dans
les premiers stades. avant 7 jours (voir photo 4). Il s’agit peut étre d’une conséquence du
processus de gelation in situ. qui implique une dispersion du gel encore a 'état liquide
entre les faisceaux musculaires. Il s’en suit une isolation de certaines cellules qui meurent
peut-étre par manque d’apport en nutriments et en oxygene. Il n’est pas possible de
conclure a un effet toxique du gel sur ce point puisque I'implantation de gels a I'état

compact n’a jamais €té associé a ce phénomene. De plus, ce dernier s’est étendu sur les
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premiers jours et n'a plus été observé par la suite. Ceci pourrait confirmer I'idée qu’il
s’agit 1a d’un phénomene ponctuel annexe, non lié aux propriétés du chitosan injecté lui
meéme, mais plutot du aux phenomenes physiologiques accompagnant la gélation in situ.
Les leucocytes présents se retrouvent vite dans 1'implant lui-méme. La proportion
de cellules ayant pénétré les gels va grandissante, méme au dela de la phase aigué de la
reaction. L'érosion de surface des gels peut étre attribuée au moins en partie a la
phagocytose de matériel par les macrophages. (voir photo 2). Quelques fibrocytes étaient
présents dés la premiere semaine. On verra qu’ils prolifereront rapidement. pour

finalement se différencier en fibroblastes.

A l'oppose, les implants gelifiés et lyophilisés n'ont subit aucune dispersion de
materiel. Une inhibition de la pénétration des leucocytes dans les implants gélitiés a été
observée, par rapport aux gels injectés. bien que ces populations cellulaires furent
présentes des la premiére semaine. Quelques cellules sont présentes lors de la premiére
semaine, sans qu'aucun élément ne nous permette de conclure quant a un éventuel effet
chimioattracteur du chitosan. Aprés trois jours. de nombreux débris cellulaires sont
présents, ressemblant fort a des restes de PMNs. La demi-vie de ce type cellulaire n’est
en effet que de quelques heures. Quelques rares macrophages ont pénétré les gels a ce
stade. Peu de matériel phagocyté a pu étre observé avant 7 jours. Les leucocytes restent
concentres dans la partie périphérique externe et interne des implants (voir photo 3).

Les gels lyophilisés ont tout d'abord absorbé de I'cau et gonflé pour retrouver un
aspect macroscopique proche des disques de chitsan gélifiés. C'est sans doute ce
processus qui a entrainé I'inhibition d"attachement cellulaire observé pendant la premiere
semaine. En effet, jusqu'a 7 jours, trés peu de leucocytes purent étre décelés autour des
implants. La structure microscopique des implants lyophilisés est singuliérement
différente des autres, dans le sens qu’elle est moins compacte, les disques sont moins
pleins. Peu de cellules pourront étre observées dans les parties compactes du gel. elles
seront plutét concentrées dans ces espaces vides de matériel. Enfin, peu de matériel

phagocyté a pu étre observé jusqu’a 7 jours.
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3.1.2. Réponse chronique

Au dela d’une semaine, une matrice capsulaire commence a enrober les
biomatériaux, les isolant ainsi du contact direct avec les tissus musculaires. Son
apparition est plus précoce en ce qui concerne les 89DA, principalement sous forme
injectée. Les fibrocytes présents sur le site se sont différenciés en fibroblastes. dont
I’aspect morphologique est différent. La production de fibres de collagéne apparait
clairement autour des implants. Ces fibres sont produites de fagon désordonnée dans un
premier temps, elles sont non orientées et d’aspect plus pale que celles qui seront
observées a plus long terme (voir photo 6). Des fibroblastes ayant pénétré les implants
produisent un réseau de fibres de collagéne a I'intérieur des implants qui se trouvent ainsi
fragmentés et plus facilement dégradables. Cette caractéristique se retrouve

principalement pour les gels injectés, dont la pénétration cellulaire fut plus généralisée.

Des lymphocytes et, plus tard, des plasmocytes. furent présents dans la capsule.
L’ importance du nombre de lymphocytes observees est a nuancer par le fait que 'espece
animale utilisée pour les expériences in vivo, 3 savoir le rat, est une espéce a forte
prédominance des Iymphocytes“’:’. Ce type cellulaire se retrouve ainsi dans pratiquement
toute réaction de 1'héte contre I'introduction d'un corps étranger'®’. Ainsi. rien ne nous
permet. sans de plus amples recherches, de conclure dans un sens ou dans |'autre en ce
qui concerne une éventuelle immunité humorale et une production d’anticorps dirigés
contre le chitosan. Au dela de 60 jours, quelques cellules géantes sont présentes (voir

photo 7).

Les macrophages se sont différenciés en cellules epithélioides pour constituer un
granulum dense. concentré autour des implants. Cette évolution de la réaction vers une

réaction chronique granulomateuse est généralisée a tous les types de polymeéres
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implantés ici. Il semble cependant que |'épaisseur du granulum soit plus importante en ce

qui concerne les 89DA, principalement sous forme injectée.

La capsule contient ¢galement des vaisseaux sanguins et lymphatiques néoformes,
qui se multiplient dans le temps. pour étre finalement présents de fagon généralisée. Ils
approvisionnent le site en nutriments, en oxygene et en cellules. accelérant ainsi les
processus de cicatrisation et de résorption. Une capsule plus ¢paisse fut observée a long
terme pour les gels injectés. Ces derniers ont subit une plus longue et plus intense érosion
périphérique. Ceci explique sans doute que certains implants aient disparu a 120 jours
(photo 8). En revanche. 1'érosion des capsules gelitiées est plus limitée. lis sont toujours
présents a 120 jours, entourés d’une fine capsule mature et vasculansée. Les gels
Iyophilisés. quant a eux. présentent une ¢rosion plus légére. La capsule les entourant est
c¢galement plus fine, et des paquets de collagene vascularisé se retrouvent dans les

espaces internes vides des implants (photo 9).

Il semble donc que, non seulement le degré de déacétylation du gel. mais
¢galement la forme sous laquelle il est implanté conditionne I'intensité et les
caractéristiques de la réaction inflammatoire. Une formulation injectable semble ainsi
plus adéquate pour un implantation a court terme, avec une dégradation accélérée. En
revanche, une formulation d’éponge lyophilisée semble plus appropriée pour une
application a long terme, pour un systéme de libération sur une grande plage de temps. ou

une matrice de réparation osseuse ou cartilagineuse par exemple.

Le tableau 3.1 résume les observations décrites en détail plus haut. Pour des
raisons de simplification, nous ne présentons que trois temps représentatifs des
¢vénements commentés. Les gels deésignés par 951, 95G, 95L représentent le gel
déacétylé a 95% sous forme injectée, gelifiée. et lyophilisée, respectivement. De méme,
les gels désignés par 891, 89G, 89L représentent le gel déacétylé a 89% sous forme

injectée, gelifiée, et lyophilisée, respectivement. Les réponses sont classées selon
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I"échelle d’évaluation suivante : de O (néant) jusqu'a 4 (séveére). Les photos 10 a 15
montrent la structure des gels et la capsule les entourant selon la forme physique sous

laquelle ils furent implantés.



Tableau 3.1. Réaction de I’'hote vis a vis des différents gels.

Gel Jour Leucocvtes Capsule Myosite Erosion

3 | 0 2 0
931 15 2 l 0 !
30 3 3 0 3
3 | 0 2 0
9 13 3 2 0 ]
80 4 3 0 4
3 1 0 0 0
95G 15 2 I 0 !
80 2 3 0 2
3 I 0 0 0
89G 15 2 2 0 1
X0 3 3 0 3
3 | 0 0 0
9L 135 2 ! 0 1
30 2 2 0 2
3 ! 0 0 0
XL I3 2 1 0 1
80 3 2 Y 3

Legende des photos

C : capsule

G gel

CG : ceilule géante

CM : cellules musculaires
M : myosite

P : phagocytes

V : vaisseaux sanguins



Photo 3 : phagocytose - 89DA injecté - Jour | (}(40).
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Jour 60 (x20).

95DA lyophilisé -

89DA injecté (x10).

Photo 7: Cellules géantes — 95DA lyophilisé - Jour 120 (x60)

Photo 8 : Implant restant a 120 jours

Photo 9 : Travées de collagéne dans les espaces libres
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3.2. Expériences in vitro

3.2.1. Test de libération du BGP

A chaque temps. le pourcentage obtenu est relié au pic de Na:HPO,
correspondant au 100%, c’est a dire 3 276mM. On obtient ainsi le nombre de moles dans
chaque échantillon de Iml. Sachant que chaque puit contient 300l de gel. le nombre de
moles initial de BGP dans chaque puit est de :

276.107 * 300.10° = 82.8.10°° moles

A chaque nombre de moles de phosphate calculée, on retranche 4.12.10° moles pour

tenir compte du phosphate déja présent dans le PBS.
Ainsi, on a : % libéré par heure = ((% relatif * 276.10°.1.100) - 4.12.10") / 82.8.10°°

Le rapport entre le nombre de moles de BGP libéré dans le PBS a chaque temps
et le nombre de moles initial nous donne le pourcentage de BGP libéré a chaque temps.
L ensemble de ces données sont compilées dans le tableau 3.2. Le pourcentage relatif
représente le rapport entre |intensité du pic de phosphore & chaque temps sur I'intensité
du pic du standard interne (Na:HPO,). Pour des raisons logistiques de données, on ne
présente que I'expérience menée a 6 heures.

Tableau 3.2. Résultats du test de libération du BGP.

Pourcentage
Temps pourcentage libéré par Pourcentage libéré au

relatif heure total

c 13.53 40.1 40.1

2h 5.71 14 54.1
3h 466 10.5 64.6
4h 2.35 28 67.4
Sh 1.47 0 67.4
6h 16 0.3 67.7
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Cinétique de libération du BGP

80
70
60 -
[] |
o 50 im:Pourcentage.
S libéré '
g 40 cumulé
ulé
S 30
3 * | 'mPourcentage:
g8 20 © | libéré par
0 - l — ; -d
1 2 3 4 5 6 '
temps (h)

Figure 3.1. Résultats du test de libération du PGP.

On constate que le PGP a été libéré en grande partie. Par conséquent, on peut
supposer que la surface des gels étudiés lors des tests dadhésion cellulaire n’est
pratiquement composée que de chitosan. Les résultats obtenus lors ce test devront donc
étre rapportés au comportement des cellules vis a vis du chitosan lui-méme.

Cette expérience présente une tendance. En effet. par manque de matériel et pour

des raisons de coiit, une seule expérience a été menée. et sur un seul des deux gels.

3.2.2. Test d’adhésion cellulaire

Les résultats du test d'adhésion sont présentés dans les figures 3.2 et 3.3.
Remarquons tout d’abord qu’en ce qui concerne les deux gels a 24 heures et 48 heures.
pour une concentration cellulaire de 1111 cellules/mm”. aucun dénombrement de cellules
n’a pu étre fait. En effet, a 24h. on a enregistré une croissance cellulaire rendant difficile
le dénombrement. Certaines cellules ont également changé de morphologie (voir photos).
En revanche. a 48h, la mort cellulaire allait croissante, et comme la morphologie de

certaines cellules était ambigué, il était difficile de définir précisément leur état
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(vivantes/apoptotiques/mortes). La mort cellulaire observée entre 24 et 48 heures est sans
doute une conséquence de l'acidification du milieu de culture, mis en évidence par le
changement de couleur du rouge de phénol utilisé dans le milieu comme indicateur
coloré. !l serait intéressant d’étudier I'état d’activation des macrophages, et d’évaluer
dans quelle mesure ils acidifient le milieu. par relargage de radicaux oxygénés par
exemple. Ceci fera I'objet d’études ultérieures.

Unec deuxieme remarque conceme les controles @ un seul puit a été utilisé pour
chaque controle. on ne peut denc calculer d’écart type dans ce cas. 1l sera de méme

impossible de calculer le t de student entre les parametre “échantillons” et “contréles’.

On constate une diffeérence nette d adhesion cellulaire entre chaque échantillon de
concentration cellulaire donnée et le controle correspondant, bien qu’on ne puisse
déterminer si cette différence est significative ou non. Ceci est surtout remarquable 3 111
et 1111 cellulessmm” (voir figures 3.2 et 3.3). Les tableaux 3.3 et 3.4 présentent les
valeurs exprimées dans les figures. Les résultats sont exprimés en nombre de
cellules/mm”. ND : non déterminé pour les raisons de problémes de comptage decrits plus
haut. On a pu voir une croissance cellulaire jusqu'a 24 heures. aprés quoi, I'acidification
du milieu a entrainé la mort de la plupart des cellules. Il serait intéressant de faire une
culture de cellules a long terme, en remplagant le milieu de culture par un milieu frais
toutes les 24 heures. afin d’évaluer la cytotoxicité du chitosan vis a vis de cette souche
celluiaire. Quoiqu’il en soit, cette ¢tude met clairement en évidence que les macrophages
J774A-1 adherent particulierement bien aux chitosans évalues, et que les gels utilisés
n’ont pas montre de cytotoxicité particuliere, au moins jusqu’a 24h.

En ce qui concerne I'adhésion cellulaire, peu de différences sont a noter st I'on
compare les deux gels. Néanmoins, le test de schéffé fait en comparant les deux gels a
différents temps et aux différentes concentrations. montre une différence significative
entre les deux gels a 11 cellules /mm° a 3h. $h et 8h, a 111 cellules/mm’ a 8h et 48h, et a

1111 cellules/’mm® a 2h (voir tableau des valeurs en annexe). Nous n’avons pas noté
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d’effet particulier de la concentration ensemencée sur I’adhésion cellulaire, que ce soit
dans le sens d’une inhibition ou d’une activation.

Les figures 3.4 et 3.5 présentent les pourcentages d’adhésion cellulaire
pour chaque temps. Les valeurs sont détaillées dans le tableau 3.5, dans lequel la partie
supéneure concerne le gel désacétyle a 91.7%, et la partie inférieure le gel désacétylé a
95%. D’une maniere génerale, on constate que les échantillons présentent un pourcentage
d’adhésion bien supérieur aux controles dans les premiers temps de |'expérience. puis les
cellules meurent, possiblement di a une acidification du milieu. Au contraire, les
contrdles montrent une croissance dans les derniers temps. On peut supposer que les
macrophages. en présence du chitosan. produisent des molécules entrainant la mort
cellulaire, comme de I'oxyde nitrique. Il serait intéressant dans une expeérience ultéricure
de doser ce composé dans le milieu de culture tout au long de I'expérience.

Enfin. Le test de schéffé révéle quelques données intéressantes. En ce qui
concerne le 91.7DA. 4 une concentration de 111 cellules/mm®. on trouve une différence
d’adhésion cellulaire significative entre les temps [h/4h. 3hy4h. 4h/8h. et 4h48h. Pour le
95DA, pour une concentration de 111 cellules/mm®. le test ANOVA ne nous permet de
faire le test de scheffé. L"'ANOVA ne nous a pas permis de mettre en évidence un effet du
degré de désacétylation quelquesoit la concentration. Ceci montre que les macrophages
J774A-1 adherent en surface du chitosan utilisé, et qu'ils proliférent rapidement apres
I’ensemencement. Nous n’avons pas pu déterminer le temps de dédoublement car nous
avons arrété la culture a 48 heures. [l pourrait étre intérressant de cultiver les cellules a
long terme en surface du chitosan, en remplagant le milieu tous les jours ou tous les deux
jours. afin de connaitre le temps de dédoublement et d'évaluer le comportement a long
terme des cellules. On a dit en effet qu’on ne pouvait déterminer avec certitude |"état des

cellules a 24 et 48 heures pour une concentration de 1111 cellules/mm-.
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Figure 3.2. Résultat du test d’adhésion cellulaire - 91.7DA

Tableau 3.3. Résultat du test d’adhésion cellulaire - 91.7DA

Ecart-
Ecart- Ecart- type
11  type 11 111 type 111 Contréle 1111 1111 Contrdle
Temps (cell/ celim Contrdle 11 (cell/l cel/mm 11 (cel/ cell/m 1111
(h) mm2) m2 (cel/mm2) mm2) 2 (cellmm2) mm2) m2 (cell/mm2)
1 925 2,31 5,20 63,25 19,40 29,50 827,35 68,38 328,04
2 11,18 3.39 8.09 110,31 20,55 54,38 81559 17,01 32457
3 10,60 1.85 6.94 67,30 16,74 13.30 903,34 14566 329,20
4 11,37 285 4,04 134,61 1344 33,55 749,53 4541 279,44
8 14,27 145 23,14 76,37 11,87 4512 976,24 131,38 334,41
24 925 4,01 13,30 86,59 11,43 68,84 ND ND 517.24
48 925 033 1330 7617 1975 19439 ND ND  ND
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Figure 3.3. Résultat du test d’adhésion cellulaire — 95DA.

Tableau 3.4. Résultat du test d’adhésion cellulaire — 95SDA

Ecart- Ecart-
Ecart- type type
11 type 11 111 111 1111 1111 Contrdle
Temps (cell/ celim Contrdle 11 (cell/ cellm Contréle 111 (cell/ cell/m 1111
(h) mm2) m2 (cel/lmm2) mm2) m2 (cel/mm2) mm2) m2 (cellmm2)
1 1157 4,04 289 5226 485 68,84 760,62 76.01 344,82
2 1311 145 7,52 80,22 13,70 68,84 604,02 40,23 567,57
3 16,39 2,40 10,99 8524 9,37 43,39 83294 77.52 216,3
4 462 1,73 5,78 103,56 7547 48,02 792,06 160,72 2279
8 6,74 1,77 13,30 103,56 1,01 47 44 857,05 62,15 750.4
24 6,94 7,56 16,19 9507 23,07 9430 ND ND 959,2
48 443 233 109914714 1486 29564 ND ND 4339
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Tableau 3.5. Pourcentage d’adhésion cellulaire.
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Contrdle Contrdle Controle
11 1 111 111 1111 1111

Temps (h} | cells./mm? | cells./mm® | cells./mm’ | cells./mm? | cells..mm? | cells./mm’
1 83.24 46.82 56.92 26.55 74.32 29.47

2 100.59 72.84 99.27 48.94 73.27 29.15

3 95.38 62.43 60.57 11.97 81.15 29.57

4 102.32 36.42 121.14 30.19 67.33 25.10

8 128.33 208.11 68.72 40.61 87.70 30.04

24 83.24 119.66 77.92 61.95 0 46.46
48 83.24 119.66 68.55 174.94 0 0.20

Contréle Contréle
Temps 1 Controle 11 111 1 11 1111

(M cells./mm? | cells/mm? | cells./mm’ | cells./mm? | cells/mm’ | cells./mm?

1 104.05 26.01 47.03 61.95 68.45 31.03

2 117.93 67.63 72.19 61.95 54.36 51.08

3 147 .41 98.85 76.71 39.05 74.96 18.47

4 4162 52.02 93.20 43.21 71.28 20.51

8 60.63 119.66 93.20 42.69 77.13 67.53
24 62.43 145.68 85.56 84.86 0 86.33
48 39.88 98.85 132.42 266.06 0 39.05




A

Résultats du test d’adhésion cellulaire a 2h.

95DA -

53



Controles a 2 heures

C06Ie - 11 cellules/mm-

otrle — 111 cellules/mm




Résultats du test d’adhésion cellulaire a 8h.
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Résultats du test d’adhésion cellulaire a 24h.
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Chapitre 4 : Discussion

Les expériences in vivo ont montré que les biogels a base de chitosan utilisés,
entrainaient une réaction inflammatoire aigué et chronique, qui se traduit a long terme par
la formation d’une capsule mature et organisée. La dégradation du gel n’est pas totale
apreés 120 jours. Notons que des gels désacétylés a 90%, implantés en sous-cutané sur un
an ont pu étre retrouves, montrant que la biodégradation de ce matériau est lente.
L'analyse histopathologique des implants a révelé la présence de nombreux types
cellulaires, avec prédominance de macrophages et de PMNSs. 11 a été montré que la chitine
et la chitosan avaient un effet chimioattractif pour les PMNs'™™* et les macrophages '™,
Il semblerait que cet etfet soit di en grande partie au résidu D-glucosamine (Glc) du
polymere'™. Peluso ef al. ont montré pour leur part que le résidu N-acétylglucosamine
(NAGA) ¢tait responsable de I"activation des macrophages, entrainant une production et
une libération de NO dans le milicu environnant'*~. On voit déja ici la complémentarité
des rdles des deux résidus composant le chitosan.

D'autre part. Usami ¢t ol ont montré que le chitosan avait un effet
chimioattractant sur les PMNs selon 4 voies distinctes. Tout d’abord, par attraction
directe. comme on vient de le mentionner. De plus, la chitine et le chitosan indutsent une
production d’interleukine 8 (IL-8) par les fibroblastes chez la souris et le rat'™. Or. I'IL-8
est un facteur chimioattractif important pour les PMNs. Par conséquent, la chitine et ses
dérivés exercent un effet chimioattractif également par la voie des cytokines. Par ailleurs,
la chitine et le chitosan induisent la production d’anaphylatoxine C3a par la voie alterne
du complément'>*". Or on sait que le C3a est un facteur chimioattractif également pour
les PMNs. La voie alterne du complément est donc une troisiéme voie par laquelle la
chitine et ses dérivés exercent leur effet attractif sur les PMNs. Enfin, les auteurs ont
¢galement montré que la chitine et le chitosan induisaient la production de leucotriéne B4
par les PMNs. un dénivé de I'acide arachidonique ayant lui aussi un effet chimioattractif

.28
pour ce type cellulaire'*.
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Tout ceci montre a I'évidence le role attractif du chitosan sur les cellules
impliquées dans les phénomeénes d’inflammation. On a de¢ja parlé également du role
d’activateur de ces types cellulaires joue par le chitosan. Cependant. peu d’études se sont
intéressées aux phénomeénes d’attachement des macrophages a la surface du chitosan, et
d’adsorption de protéines sur le chitosan. Plusicurs auteurs rapportent cependant
I"existence d'un récépteur membranaire sur les macrophages. qui serait spécifique pour le
résidu NAGA"™". D autre part. on sait que les macrophages adhérent a la surface de
tout biomatériau dont la surface a adsorbé des protéines, par I'intermeédiaire de différentes
molécules de liaisons, comme les integrines par exemple, qui reconnaissent plusieurs
protéines de la matrice extra-cellulaire (MEC). La haison des macrophages a la surface
du biomatériau induit une activation des macrophages qui est a lorigine de tres
nombreux phénomencs inflammatoires : production de cytokines. chimioattraction
d’autres types cellulaires. phagocytose et éventuellement présentation d’antigénes aux
lymphocytes. activation d’autres types cellulaires comme les fibroblastes qui vont
produire une matrice de collagéne. ctc. Certains effets sont bénéfiques pour la
cicatrisation ou la dégradation du biomatériau (activation des fibroblastes. synthése d’une
MEC autour de I'implant, réorganisation des tissus. expression de facteurs angiogenes ou
de facteurs de croissance. etc.). dautres sont plus néfastes. Par exemple. de nombreux
articles rapportent une activation de la production du NO par le chitosan, or le NO peut
amplifier la réaction inflammatoire et avoir de nombreux effets destructifs sur le matériau
et les tissus environnants' ™. La fusion de plusieurs macrophages pour former des cellules
geantes est également un aspect négatif de I'activation des macrophages.

Kao évoque la possibilite de mettre a profit les effets benéfiques des
macrophages. en evitant les effets indésirables”™. Il propose par exemple de bénéficier
des propniétés d’activateur cellulaire pour accélérer les processus de réparation
(production de facteurs de croissance, angiogénése). tout en évitant au maximum la
production de NO ou l’appantion de cellules géantes. Ceci passe bien entendu par la
comprehension des phénoménes mettant en contact les macrophages et le biomatériau,

que ¢a soit par |'intermédiaire de récepteurs spécifiques, de protéines adsorbées sur le
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matériau, ou d’opsonines, comme le C3. les IgG ou la fibronectine. qui adherent aux

matériaux étrangers, qui pourront ensuite étre phagocytes.

Les expériences in vitro ont montré clairement que les macrophages adhéraient a
la surface du chitosan. Deux scénarios sont donc envisageables. On a vu que les
macrophages possédaient des récépteurs spécifiques pour certains résidus du chitosan.
D autre part, les cellules possédent de nombreux recepteurs membranaires capables de se
lier aux glucosaminoglycanes (GAG). Certains polysaccharides. comme le kératane
sulfate et certains oligosaccharides O- ou N- liés. possédent entre autres le résidu NAGA
comme constituant structural. Il n’est donc pas improbable que les cellules puissent se
lier au chitosan également par I'intermédiaire du résidu NAGA. La premiére possibilité
est donc un contact direct entre le polymére et les cellules. Lautre possibilité est
I"adsorption de protéines en surface du gel, permettant ainsi un attachement des cellules.
La probabilité¢ que des protéines adherent aux gels est tres importante, compte tenu de
leur grande diversité et de leur forte propension connue a adhérer sur la plupart des
surfaces. Elles sont présentes en grand nombre dans le sérum de veau fétal utilis¢ lors de
la culture de cellules. Elles pourraient donc servir d'intermédiaires lors de |"attachement
des cellules sur le chitosan, mais leur encombrement stérique pourrait empécher la haison
directe entre les résidus NAGA du chitosan et les cellules. Plusieurs protéines peuvent
interagir avec le chitosan, mais il semble que la fibronectine soit une des plus probables.
puisque les données que I'on a sur cette protéine semble montrer qu'elle aurait la
possibilité se lier a la fois les cellules et le chitosan. L’albumine est également tres
présente dans le sérum, et cette protéine est aussi connue pour adhérer sur de nombreux
types de surfaces.

En ce qui concerne la fibronectine. une littérature abondante concerne une
séquence tripeptidique composée d’arginine, de glycérine et d aspartate (RGD) que I'on
retrouve dans plusieurs protéines de la MEC, dont la fibronectine. et qui est reconnue par

(56)

plusieurs types cellulaires Les macrophages possedent plusieurs récepteurs

membranaires qui reconnaissent ce tripeptide, et permettent ainsi un attachement des
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macrophages a cette protéine. De plus. Un domaine de la fibronectine lui permet de se
lier au récepteur C3 des monocytes™”. Ceci induit la production du facteur plasminogeéne
¢t de facteurs de croissance par les cellules activées par cette laison. La fibronectine est
connue pour favoriser I'attachement des monocytes-macrophages ainsi que {eur activité
phagocytaire. On la retrouve autour de nombreuses cellules dans tous les phénoménes de
reconstruction tissulaire. Les macrophages peuvent donc se lier a la fibronectine si cette

derniére est adsorbée a la surface du chitosan.

D’ autre part, la fibronectine possede de nombreux domaines différents reliés entre
cux par des domaines riches en cystéine, formant des ponts disulfures””'. Ces derniers ont
pour role de maintenir la protéine sous forme repliée afin de lui assurer sa
fonctionnalité™. Par ailleurs, plusicurs auteurs rapportent la présence d'un domaine
peptidique de 30 a 43 résidus, trés conservé chez les plantes et les invertébres. et
contenant 4 ponts disulfures™”. Ce site se retrouve dans la plupart des protéines pouvant
s¢ lier a la chitine. Il semble que ce groupe de 4 ponts disulfures puisse établir des
linisons avec le résidu NAGA'”. La fibronectine peut donc peut étre se lier au chitosan
par I'intermédiaire de ces sites riches en cystéines. Nishimura et ¢/. ont également montré

. . . . . P . I v
que la fibronectine bovine se pouvait se lier a un dérivé carboxymethylé de la chitine'®"".

La fibronectine posséde 4 domaines principaux. Un premier domaine lui permet
de se lier a la surface membranaire des cellules. On a déja parié¢ des macrophages. mais
clle peut également se lier aux fibroblastes grice a un récepteur membranaire différent de
celut mis en jeu dans le cas des macrophages. Elle a de pius un effet chémoattractant pour
les fibroblastes et favorise I'adhésion intercellulaire®”. Un autre domaine lui permet de
se¢ lier a la fibrine et au fibrinogéne, grandement présents durant les processus
inflammatoires. Un autre domaine lui permet de se lier au collagéne. Elle peut se lier de
la méme fagon aux GAG comme I'héparine ou I’héparane sulfate. Rappelons que Mon e?
al ont suggéré que le chitosan pourrait former un complexe polyélectrolyte avec

I"héparine, qui serait responsable des effets biologiques du chitosan sur I’accélération de
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la reconstruction tissulaire'™. L héparine a en effet des effets angiogénes, et elle stabilise
le FGF. favorisant ainsi la croissance des fibroblastes. On voit ici la complexité des
relations entre les différents éléments (cellules, protéines, facteurs de croissance, etc.)
intervenant dans les processus de remodelage des tissus. Rappelons aussi que la
fibronectine joue un role d'opsonine pour la phagocytose de matériel étranger. Elle

pourrait donc étre un médiateur de la phagocytose observée in vivo chez le rat.

Ceci montre a !'évidence que de nombreuses interactions complexes sont a
Porigine de I"adhésion des macrophages a la surface du chitosan. De plus amples
recherches seraient nécessaires afin de mieux comprendre les phénomeénes d’adsorptions
de protéines sur le chitosan, afin de pouvoir moduler la réponse de I’hote et orenter
favorablement en terme de biocompatibilité. Par exemple, une culture de cellules utilisant
du FBS ne contenant plus de fibronectine, permettrait d’affiner notre compréhension du
phénoméne d’adsorption des protéines en suface du chitosan. D'autres protéines se
retrouveraient certainement en surface des gels. et il faut garder a [esprit que la
fibronectine peut étre synthétisée par les cellules elles-méme, mais une tendance
différente dans les premiers temps de |'expérience permettrait de montrer que cette
protéine joue effectivement un rdle précoce dans I’adhésion cellulaire en surface des gels
¢tudiés. Enfin. il pourrait étre intéressant de cultiver les macrophages en présence du gel
sans FBS afin de savoir si I'interaction entre les cellules et la surface ne s'opére que par
I'intermédiaire de protéines ou si un récepteur membranaire des macrophages peut

interagir avec le chitosan.
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Chapitre 5 : Conclusions

Les polymeéres biodégradables constituent un champ d’investigation trés large de
par -eurs nombreuses applications. Outre quelques applications dans le domaine de
I’environnement, comme les emballages recyclables, ils sont surtout treés présents dans le
domaine biomeédical. On peut citer brievement ['intérét de ces biomatériaux en ce qui
concerne les sutures biorésorbables. les systemes de libération controlée d agents

thérapeutiques. ou I'ingénierie tissulaire.

La chitine et ses dérivés ont montré depuis quelques décennies des propriétés
particuliéres prometteuses. permettant d’envisager son utilisation dans des applications
biomédicales vanées. La somme des articles relatifs aux dérivés de la chitine et du
chitosan. et le nombre de conférences ou de symposiums consacrés i ces biopolymeres en

disent long sur I'intérét grandissant que le monde scientifique leur porte.

La formulation originale brevetée par Bio Syntech Canada. Inc présente des
propriétés de gélation intéressantes a 37°C. Les études in vivo faites dans le cadre de cette
maitrise ont souligné le role primordial joué par le degré de déacétylation en ce qui
concerne les propriétés physico-chimiques, et le comportement en milieu biologique. En
revanche, nous n'avons pas pu mettre en évidence de diftérence d’adhésion pour les
macrophages de souris en surface de deux chitosans de dda différents. Les gels
lyophilisés implantés ont montré un bon comportement in vivo, caractéris€é par une
présence cellulatre moindre et une capsule organisée et plus fine autour des implants. Ce
type d’implant lyophilisé presente une structure délétaire qui s’adapte particuliérement a
des applications comme la régénération de tissu osseux ou de cartillage. A titre
d’exemple, Muzzarelli et ses collaborateurs utilisent depuis quelques années des éponges

(53.54)

de MPC pour la réparation tissulaire . Plusieurs molécules y ont été incorporées,

comme la BMP (Bone Morphogenic Protein) afin étudier les propriétés de libération
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controlée du gel et les conséquences sur la régénération tissulaire. Ils obtiennent des

résultats encourageant pour cette formulation.

Forts de ces résultats, il serait intéressant de connaitre de fagon plus précise les
inter-relations in vivo entre le chitosan et les différents constituants biologiques, afin
d’une part de mieux prévoir le comportement de ce type de biomatériaux pour des
applications chez I"homme, et d'autre part, pourquoi pas, d’exploiter les effets bénéfiques

de la réponse en atténuant ou en éliminant les effets indésirables.
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concon [ 2| 13564.753 | 6782.376 ] 1368.671 ] <.0001| 277.343] 1.000 |
Aaswgudl | 6 293.454a | 48.910 |
ANOV A Tablo for adheslon
Sptit Oy; Tim a, %dda
Coil; 240, 95.0

OF Sum ol Squares Mean Sauara F-Valuo P.-Vae Lambada Pow or
concen | 21 16855.945 | 8427973 | 42884 0003} 1835767 ] 1.000]
Resdual [ 8 | v179.168 | 196 531 |
ANOVA Table lor acdhoesion
Splt By: Time, %cda
Celi: 2h, 91,7

0 S5um ot Squaras Maean Saquare F-Valuna P.V alue Larhbas Pow or

1154308.592 |

577154 296 | 2393.574 |

<0001 | 4787.149 ] 1.000 |

e
concen {2
Rasgual r [:]

!
| 1446 759 |

241127 |

_}

ANOV A Toable for aghesion
SpHt BDy: Tim s, %dda
Call: 2nh,95.0

OF Surm of Squares NMean Squaro F-V3luan P.V alua Lambda Pow ar
cancen 2 ) 528048.872 ] 314023.438 | 5208153 ] <0001 ] 1041.630] 1.000]
Roswual |61 3817.679 | €02 947 | 1 T 1
ANOY A Tnble for sdhesion
Split Dy: Time,. %dds
Ceall: 3n, 91.7
OF Sum a! Squares Liman Squars F.Valun P.Vayn Lambda Pow ae
concen [ 2] t4aD0139 095 | 740%A40 847 | 104 878 | <0007 1 200 181 ] 1 000
Residqual {__a] 430948 440 | 7187 740 | | |
ANOVA Table for sdhesion
Spiit Dy: Time, %ada
Caliz 3n, 95.0
DFE Sum of Squarcex Mman Square F.\ atue P-Valus Lamoda Pow ar
concen [ 21| 12305684 630 ] 613282 415 | 102381 | <0001 ] 60+ 7821 v.000 ]
Residuat | 8] 12208.746 | 2034.791 |
ANQVA Table faor adheslion
Split By: Time, %dds
Cell: 480, 91.7
DF Sum of Squarss Ma3n Squaen F-v atuw P.V atus Lamoda Pow #¢
concen | 2} 10788 897 ) 5383 448 | av3ss | 0003 | mn2709] +oo00]
Reswuat | 8] 781 087 | 130 178 | ] ]
ANCOVA Tabte tor agheslon
Split By: Time, %Jdde
Cell; 48h, 93.0
DF Sum af Squaras Mgan Squars S-VQEQ PV alue Lamoaa Paow #ar
cancen [ 27 42039.925% | 21019983 | 278390} <000t ] s%8.797 ] 1.000 |
Resaual | s8] as3019 | ?s 503} 1

81



ANOVA Table for adheslion
Split By: Tim e, %dda
Ceoll: 4h, 91 .7

concen
Resigual 24‘0 229

ANOVA Table for adhesion
Split By: Tim e, %dda
Celi:4ah, 880

concen
Residual 830848.249 10511.041

ANOV A Tabie for adhasion
Split By: Tim e, %dda
Celi: 8h, 91.7

Sum of Squares F-Vaiu P-va
cancen mmmmmm
Residuatl 34311.030 S801. 840
ANOVA Table fOor sdhesion
Split By: Tim e, %dds
Cell: 8h, 98.0
-1 Sum of Squares Mean Sau. -V alue P-Vae Lambda Pow ar
eoncen | 2] 1300183.012 | 880078.968 | 504.212 | <0001 ] 1008.424] 1.000 |
RAesidusi | a ] ?738.789 | 1280.203 | |

ANOVA Table for sdheslian
Sp it By: concen, %dds
Cel: 1000.000, #1.7

OF Sum af Squer F-Value P-Value Lambda Pow ar
Time | SR 118.0 |  2e0a | 0475 | 17.3658 | 713 |
Resigual | 14 ] 93, 5¢ B T T 1T -]
ANOVA Table for sdhesion
Spiit By: concen, %dds
Celli: 1000.000, #5.0 .
DF Sum ol Sguares F-Vailue P.Value Lambda Pow ar
Time { sl 3802.000 | 1 4.783 ) .0078 ] 28.807 ] o2s |
Residuas | 14} 186.412 | 13.318 | I 1 1 B

ANOVA Table for adhaesion
Spiit By: concen, %dda
Cali: 100040.000, 91.7

OF Sum ot Squares Maan Sqgusr P.Valse Lambds Pow er
Time i el 11963.881 | 19003.942 | K-I- XX 43.870 .00 1
Aeaiduat | 14 ] 3844.168 | 274.58 ]
ANOVA Tavle for adhesion
Split 8y: concan, %dde
Cell: 10000.000, #5.0
Sum of Square Mean Squar F-Value P-Value tLambda Pow er
Time sl isoiezz0] 2802.703 ] 2.598 ]  .0664 ]  15.571 ] 857 )
Residual | 14 13801.300 | 98a.378 | | | § j ]
ANOVA Table for adhesion
Spiit By: concen. %Ndda
Cell: 100000.000, 91.7
o Sum of Squares Mean Square F-Vahie P-Value Lambda Pow er
Time e 3190724.743 833287.4587
RAesidual | 3 | 777 ]

ANOVA Tabie tar adhagion
Spilt By: congen, %dda
Ceall; 100000.000, 985.0

o Sum ot Sc
Tne ( e | 26888
Residual | 14 ] so2

ANOVA Tadbie for sdheslion
Seglit By: Time, concen
Qe 1h, 1000.000

DF Sum of Sgquares Mean Squar F-Vahe PV alue Lembda Pow ar
“dada ( [H | 8.034 } ;738 4308 738 .102

Residuat | & | 43.817 | 10.870 | 1 T 1

ANOY A Tabie for adhesion
Spiit By: Time, consen
Ceili: 10, 10000.000

oOF Sum of Sguare
% dda 181.24
Residual I 3 I 799.8




Mesidust Foeos 282

ANOVA Table for adhaaisn

t By: Time, sconcen

c. t: 34K, 1000.800
-

Sum o

AnovA Tasvle
By: Tim
an vooooo,ooo

Qne or mare of depgendent varablas NAS 2670 variance.

ANOV A Tabie for adhesion

ANOVA Teble for asdhosieon
Seit By: Time, soneen
Cell: 3N, 1000.000

=14

% dda
Meositual

ANOVA Tabie for adhosien
By: T
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“ gde 2 FIEX] FW EX] 3.2

2233 I . RBO 140
Mecwuat ol i3l 2.2%9 1 | 1 X 1
.Oh.-l.n
= 3 -
“ ade 1 ZASR. 222 z438.372 23,732 2079 22212 232
Neswuar 4] (FFFR YT || aA23.za2z 1 ) 1 T

ANOVA Tabie te
S@it Gy: Time. s

One or more of dependent varabies Nes 20r/0 varlance.

AMOVA Table te dhosien
B@iit Oy: Time.
Ceiti an, Y00

ANOVA Tabie t
.."l By: Piee
1z 8n, yOoO00

“ dga
Mosidual

42232 279 AT T TICT I
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Scheffe for adhesion
Effsot: concen
Significence Level: § %
Split By: %dda, Time
Cell: 91.7, 1h

Maan Dirf. Crit. Ditr, P-Vaue

100Q.000. 10000.000 -54.000 107.524 3403
1000.000, 100000.000 -8$18.098 107.524 «.000t | S
10000.000, 100000.000 -784.008 107.524 <0001 | S

Schetfe for adhesion
Effect: concen
Significance Lavel: 8 %
Spiit By: %dde, Time
Cell: 91.7, 240

Mean crit. DY, P-Value
1000.000, 10000.000 =72.338 18314 <.0001 l s
1000.000. 100000.000 9.257 168.314 3383 l
10000.000, 104000.000 868.593 18314 « 0001 | S

Schetffe for adhesion
Effect: concen
Signiticaance Level: S %
split By: %dds, Time
Ceall: 91.7, 2h
Maan Dirt. Crit. Dit. P-Value

1000.000, 10000.000 -09.128 40.884 .0007 | 8
1000.000, 100000.000 -804.405 40.8064 <. 0001 S
10000.000, 100000.000 -705.277 40.664 «.0001 -

Scheffe for sdhesion

Effect: concen

Slgnificance Level: $ %

Spiit By: %ddas, Time

Ceal: 7. 3N

Maesan Difr. Crit. DT, P-Vase

1000.0090. 10Q00Q.000 | -86.700 _221.707 7270
1000.000, 1000Q00.000 -892.733 221.707 <.0001 L1
10000.000. 100000.000 | ___-838.033 | 2321707 =0001 )]s

Scheffe tor agdhesion
Rffect: conaen
Signiticance Levei: § %
Spiit By: %Ndda, Time
Ceall: 1.7, 48n

1000.000, 10000.000
1000.000, 100000.000
10000.000. 100000.000

Schefle for adheslion
Effectl: concen
Signiticence Level: § %
1t By: %dde, Time

: 91.7. 4h

Mean Dief. Cri. DY, PV alue

1000.000, 10000.000 | -123.2349 a1.281 o029 i 8
1000.000, 100000.000 -738.159 48.804 =0001 ! 3
10006.0040. 100000.000 -814.923 68.804 «.0001 ] S

Seheffe for adhesion
Kffect: soncen
Significance Levei: S %

Mean DIt Cri. Oirr.
1000.000, 10000.000 -82.100 1 a7
1000.000, 100000.000 -9681.869 190.487
10000.000. 100000.000 | -899.889 100.487




Schefle for adhesion
Effect: concen
Significance Level: 5 %
Sptit By: %dds, Time
Cell: 95.0, th

1000.000, 10000.000
1000.000, 100000.000
10000.000, 100000.000

Schetfe tor adhesion
Effect: concen
Signiticance Level: 5 %
Split By: %dda, Time
Cell: 95.0, 240

1000.000, 10000.000

1000.000, 100000.000

10000.000, 100000.000

Scheffe for adhesion
Effect: concen
Significance Level: 5 %
Spilt By: %dda, Time
Cell: 95.0, 2h

1000Q.000. 10000.000

1000.000, 100000.000

10000.000, 100000.000

Scheffe for adhesion
Effect:concen
Signiticance Level: S %
Split By: %dda. Time
Cell: 95.0, 30

1000.000, 10000.000

1000.000, 100000.000

10000.000, 100000.000

Sechetfa for adhesion
Effect: cancen
Sigalticance Level: 3%
Split By: %dds, Time
Cell: 5.0, 400

1000.000, 10000.000

1000.000, 100000.000

10000.000, 100000.000

Scheffe for sdhesion
Elfect: concen
Significance Level: 3%
Split By: %dda, Time
Cell: 95.0, 4h

1000.000, 10000.000

1000.000, 100000.000

10000.000, 100000.000

Scheife for adhasion
Effect: concan
Signiticance Levei: 5%
Split By: %dds, Time
Cell: 95.0, 8h

1000.000. 10000.000

1000.000, 100000.000

10000.000, 100000.000

Mean Diff. Cri. Diff. P-Value
40.893] 115313]  .ss9¢ ]
-749.088 115.313 <.0001
-7208.362 115.313 <.0001
Mean Oiff. Crit. Diff. P-V giue
-58.13% 38.712 .0008 | S
6.943 38.712 3385
95.078 36.712 0005 | S
Mean Diff. Crit. Ditf. P-Vase
-87.114 84.302 0424 | s
-590.913 84,302 <0001 ]S
-523.799 64.302 <0001 S
Mean Ditf, Crit. Dift. P-Valie
-88.450Q 118.127 .2524
-818.58% 118.127 <0001} S
-747.705% 118.127 <.0001] S
Mean Diff. Crit. Dift. P-Value
~142.714 22.758 <0001 ] S8
4.438 22.758 8275
147.150 22.758 <.0001] S
Mean Dift.  Cri. Diff, P-V siue
-98.935 2088.480 5337
-787.433 288.480 Q003 ] S
:688.498 ] 268.480] 0005 ] s
Mean OHt.  Cri. Didf. P-Value
-96.822 $4.030 0447 | S
-850.312 94.030 <0001 ] S
-753.491 94.030 <0001 | S
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Schefte for adhesion
Effect: Tim ¢°
Significance Level: 5 %
Split By: concen, %dda
Cae!ll: 1000.000, 91.7

Mean Diff.  Cra. Ditf. P-Value

th, 24h 0.000 8.722 *
1h, 2h -1.929 8.722 .9884
1h, 3b -1.350 8.722 -9983
1h, 48h 3.279 8.722 .8653
1h, 4h -2.121 8.722 .9812
1h, 8h -5.014 8.722 .4968
24h, 2h -1.929 3.722 .9884
24h, 3h -1.350 8.722 .9983
24h, 48n 3.279 8.722 .8653
24h, 4n -2.121 8.722 .9812
24h, 8h -5.014 8.722 .4968
2h, 3h 579 8.722 >.9999
2h, 48h 5.207 8.722 4545
2h, 4h -.193 8.722 >.9999
2h. 8h -3.088 8.722 .8944
3h, 48h 4.629 8.722 .5845
3h, 4h -.771 8.722 >.9999
3h, Bh -3.664 8.722 .7964
48h, 4h -5.400 8.722 .4139
48h, 8h -8.293 8.722 .0680
4h, 8h -2.893 8.722 91385

Scheffs for adhesion
Effect:Time
Significance Level: 5§ %
Split By: concen, %dda
Cell: 1000.000, 95.0
Mean Qiff.  Crit. Diff. P-Valye

1h, 24h 46291 12315] 8654
1h, 2h -1543] 12.315] .9995
1h. 3h -4821) 12.2315] 8428
th, 48h 7.136] 12.315| 4830
1h, 4h 8.943] 12315] 5188
1h, 8h 4829] 12315| 8416
24n,2n -6.171{ 12.315] 6438
24n,3n 9450 12.315] .1992
24n, 48h 2.507] 12.315] 9925
24h, 4h 2314f 12315] 9951
24h, 8h 201] 12315] >.9999
2h. 30 -3279] 12315 9706
2h, 48h 8679] 12.315] .2768 |
2h, 4h 8488 | 12.315] 2092
2h, 8n sar2] 12315| 6112
3h, 48h 11.957] 12.315| 0600
an, 4h 11.764 | 12315] o068t
3h, 8h 9651 12315| 1822
48h, 4h =193 12315]| >09999
48h, 8h -2307 | 12.315] 9952
4, 8h 2.114] 12315] 9970
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Scheffe for adhesion
Schette for adhesion Effect: Time
Effect:Time Significance Level: 5%
Significance Level:5 % Split By: concen, %dda
Split By: concen, %dda Cell: 100000.000, 91.7

Celi: 10000.000, 91.7 Mean Dif. Crk. Ddf. P-Vake

Mean Ditf. Crit. Diff. P-Value

1h, 24h 827.355| 282.480| <0001
el e R T
. 3n 4050 55926 9998 h.3n 75989 282480 .3668
1h, 48h -12.921] s55926|  g8ss th.dsh | 827.359] 2024801 <0001
theh | _-71357| ssooe] ooss|s 77818} 3158221 9784
1h, 8h M3.114] 55926 _esaa th gh | -148885, 2624801 5804
2an2h | 23721] 55926 7894 2dh.2h | 8155911 2624801 <0001
24n, 3h 19286 | s5.926] g0s0 24h,3h } -903.340] 2624801 <0001
24h, 48h 10414] s5926] 9953 24h, 48n 0.0001 282.480 .
24h, 4n 48021 s5926] 1188 24h,4h | -749.537] 315.8221 <0001
24h, 8h 10221] s5926] gsse 24n.8h | -976240) 2824801 <0001
2h, 3h 43.007| s5926| 1974 2h, 3n -87.750) 282480 9357
2h, 48h 34.136| s5926| 4297 2h, 48h 815.591) 282480} <0001
2h, 4n -24300] ss926] 7713 2h, 4h 66.053] 315.822| .9906
2h, 8h 33.943| 55926 4369 2h.8h 160650 282480| 4979
3h, 48h -8871] 55926| .9981 3h, 46h 903.340 | 282.480| <0001
3h. 4h -67.307) 55926| .0136]s 3n.dh 153.803] 315.822| 6609
3h, 8h -9064]| 55926| .9978 3h, 8h -72.900) 282.480) 9728
48h, 4h -68.436] S5926| .0376}S  48h.4h -749.537 | 315.822] <0001
48h, 8h -193]| 55926] >.9999 4an,8h | -976240] 282.480] <.0001
4h, 8h 58.243| 55926 03ss{s 4n.en -226.703| 315822 2526




Schefie for adhesion 89

Effect: %dda

Significance Level: 5%

Spliit By: Time, concen

Cell: 1h, 1000.000
Scheffe for adhesion Mean Oiff. Gt Ddf. P-Value
Efect: %dda 917,950 [ 2314 7477]| .4386|
Significance Level: 5 %
Spiit By: Time, concen
Cell: th, 10000.000

Mean Dif. Crt. DHf. P-Vale
917,950 [ 10903] 320s6] .3ss0|

Scheffe for adhesion
Efect: %dda
Significance Level: § %
Split By: Time, concen
Cell: 1h, 100000.000
Mean Dif.  Crit. Dif.  P-Vale

917,950 [  e6728] 163.8%0] .3215]

Scheffe for agdhesion
Effect: %dda
Signiticance Level: 5 %
Split By: Time, concen
Cell: 24nh, 1000.000
Mean Diff.  Crit, Diff. P-Value

91.7,95.0 | 2314] 13725 6s40]

Scheile for adhesion
Effect: %dda
Significance Level: 5%
Split By: Time, concen
Celi: 24h, 10000.000
Mean Ditt.  Crit. Didf. P-Value

917,950 |  -8.488] 41.275] 5087

Scheife for adhesion
ENMect: %dda
Significance Levei:§ %
Split 8y: Time, concen
Call: 2h, 1000.000
Mean Dift. Crit. Diff. P-Valye

917,950 |  -1929] 59141 4t165]




Scheffe for adhesicn
Effect: %dda
Significance Level: S %
Split By: Tim e, concen
Cell: 2h, 16000.000
Mean Diff. Crit. Diff. P-Vawue

91.7,95.0 |  30.086| 39.608] .1026 |

Schetfe for adhesion
Effect: %dda
Signiticance Level: 5 %
Split By: Time, concen
Ceil: 2h, 100000.000
Mean Diff. Crit. Dilf. P-Value

91.7,95.0 | 211.564) 70.022] .0011l]ls

Scheffe for adhesion
Effect: %dda
Signiticance Level: S %
Split By: Time, concen
Cell: 30, 1000.000
Mean Diff. Crit. Diff. P-Value

91.7,95.0 | -5.786 | 4878| .0301]s

Scheffe for adhesion
Eftect: %dda
Signiticance Level: 5 %
Split 8y: Time, cancen
Cell: 3n, 10000.000
Mean Diff. Crit. Diff. P-Value

Schelfe for adhesion 91.7.95.0 | -17.936] 30.755] .1307]
Effect: %dda
Signiticance Level: § %
Split 8y: Time, concen
Cell: 30, 100000.000
Mean Diff. Crit. Diff. P-Vaiue

91.7,95.0 |  70.393| 264517] .5010}

Scheffe for adhesion
Effect: %dda
Significance Levei: § %
Split By: Time, concen
Call: 48h, 1000.000
Mean Diff. Cri. Diff. P-Value

91.7,95.0 |} 1.543 ] 3786 | .3211]

Schette for adheslion
Effect: %dda
Significance Level: 3 %
Split By: Time, concen
Cell: 48h, 10000.000
Mean Ditf. Crit. Otf. P-vahe
91.7,95.0 -70.971 39.838 .0076 ] S

90



Schefle for adhesion
Effect: %dda
Significance Levai: S %
Split By: Time, concen
Cell: 4h, 1000.000
Mean Ditf. Cri. Diff.  P-Value

91.7.95.0 | 8.750 | 5355 ) .0249]s

Scheffe for adhesion
Effect: %dda
Significance Level: 5 %
Split By: Tim e, concen

Schefte for adhesion Cell: 4h, 10000.000

Effect: %dda Mean Diff. Crit. Ditf, P-Value
Signiticance Level: 5 % 91.72.95.0 | 31.050 ] 122896 | .5217 |

$plit By: Time, concen
Caetl: 4h, 100000.000
Mean Diff.  Crit. Diff. P-Vaiue

91.7,95.0 { -42528! 2383.787] .7s08]

Schefle for adhesion
Effect: %dda
Significance Level: 5 %
Split By: Tim e, concen
Call: 8h, 1000.000
Mean Diff. Crit. Dif?. P-Value

91.7,95.0 | 7.529 | 3.683] .0048] S

Schetie for adhesion
Effect: %edda
Significance Levei: 5 %
Split By: Time, concen
Cell: 8h, 10000.000
Mean Diff. Crit, Dit?. P-Value

91.7, 95.0 I -27.193 I 19.097 | 0188 [ S

Scheffe for adhesian
Effect: %dds
Signiticanca Lavel: § %
Spiit By: Tim e, concen
Cell: 8h, 100000.000

Msan Diff. Crit. Dilt. P.Vae
91.7. 98.0





