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Introduction

Introduction :

Le corps humain, ainsi que celui des animaux, a été étudie par les scientifiques depuis de
nombreuses annees dans le but de comprendre son fonctionnement et de tirer profit de ces
connaissances pour le traitement de diverses maladies. De nombreuses avancées ont été réalisées
et il est désormais possible de reproduire ou d'extraire des parties du corps humain ou animal pour
les utiliser comme agents thérapeutiques. L'acide hyaluronique est I'un de ces composants. Depuis
sa découverte, ses nombreuses caractéristiques ont été étudiées, révélant son réle moléculaire
d'importance physiologique. Il est I'un des principaux constituants de la matrice extracellulaire de

la peau et du cartilage, et on le trouve généralement dans tout I'organisme (Laura ,2020).

En conséquence, I'acide hyaluronique se révele étre un matériau fantastique pour relier et con-
necter les différents composants de la matrice extracellulaire. De plus, il joue d'autres rdles tout
aussi fascinants dans I'adhésion, la migration et la prolifération cellulaire. Il intervient également
dans des processus tels que I'angiogenese, I'inflammation et les réactions du systéme immunitaire
(Laura ,2020).

Son utilisation s'est donc développée en exploitant toutes ses capacités. Il est notamment
connu pour son utilisation en chirurgie esthétique afin de réduire les rides du visage. Il trouve
également des applications en chirurgie dentaire, ou il contribue a la création de contours faciaux
esthétiques en complément des soins orthodontiques. L'acide hyaluronique est largement utilisé
dans l'industrie cosmétique, ou il contribue a la formulation de cremes, gels, masques et sérums en
raison de ses propriétés hydratantes, anti-age et revitalisantes. Sa présence est souvent mise en

avant dans la promotion de ces produits (Laura ,2020).

De ce fait, I'acide hyaluronique s'est progressivement etabli comme traitement pour diverses
maladies et a fait son entrée en tant que principe actif dans l'arsenal pharmaceutique pour le
traitement de pathologies aigués et chroniques. 1l offre une gamme de solutions thérapeutiques

avec un risque négligeable (Laura ,2020).

Dans notre travail, nous nous concentrons sur la possibilité d'extraire et de caractériser I'acide
hyaluronigque de I'numeur vitrée du dromadaire sahraoui. Nous étudierons ses propriétés physico-

chimiques et explorerons les techniques de purification et de caractérisation de cette molécule.
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Notre recherche est structurée en trois chapitres. Le premier chapitre présente des informations
générales sur I'ceil et I'humeur vitrée, ainsi qu'une introduction & l'acide hyaluronique, sa

découverte, ses différentes formes et ses domaines d'application.

Le deuxiéme chapitre décrit la partie expérimentale, en détaillant les étapes de I'extraction de
I'acide hyaluronique de I'numeur vitrée du dromadaire, ainsi que les produits et les équipements
utilisés dans notre travail. Nous présenterons également la méthode de conservation du produit

final.

Enfin, le dernier chapitre presentera les résultats de notre étude, y compris le rendement de
I'acide hyaluronique et sa caractérisation par résonance magnétique nucléaire (RMN), Le

rendement de 1’extraction et spectre infrarouge (IR).

Nous espérons que cette recherche contribuera & une meilleure compréhension de l'acide
hyaluronigue extrait de I'humeur vitrée du dromadaire et ouvrira de nouvelles perspectives dans le

domaine des thérapies basées sur cette molécule.
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Chapitre I .- Geénéralités

|. Partie I: Généralités sur I"'humeur vitrée:

L'eeil est un organe sensoriel sphérique présent chez les organismes vivants (humains et
animaux) qui leur permet de voir les choses clairement. Lorsqu'il est endommagé ou perdu, la
vision est altérée. En raison de son role essentiel, I'eeil a suscité un grand intérét de la part des

chercheurs (personnelle).
I.1. Anatomie et composition générale de I'il :

La plupart des animaux de la ferme partagent une architecture oculaire de base similaire, a
quelques exceptions prés (Abuagla, 2016). En ce qui concerne I'ceil du dromadaire (camelin), ses
composants de base sont similaires a ceux de I'eeil bovin (Dyce et Wensing, 1971), ovin (Mai,
1954), laitier (Constantinescu, 2001) et canin (Bradley, 1959). La composition de I'humeur vitrée

du dromadaire comprend les éléments suivants (Figure 1) :
I.1.1. Chambre antérieure :

La chambre antérieure de I'ceil comprend les éléments suivants : la rétine avasculaire, les
fibres zonulaires, la cornée, l'iris, le cristallin, les processus ciliaires et la conjonctive (Bévalot,
2014).

1.1.2. Chambre postérieure :

La chambre postérieure de 1'ceil comprend les €léments suivants : le corps vitré (humeur
vitrée), la choroide, le canal hyalin de Cloquet, la rétine optique, la zone de la fovéa, la papille, le

nerf optique et enfin la sclérotique (Bévalot, 2014).

1.2. Définition de I'humeur vitrée

L'humeur vitrée (HV) est un gel incolore qui présente une consistance semblable a de la
gelée (Beauthier, 2008). Elle est composée d'un réseau complexe de fibres de collagene
interconnectées et de glycosaminoglycanes hyaluronanes hydrophiles, qui ensemble produisent
un gel humide avec peu de cellules (Stitt et al., 1998 ; Zilg et al., 2009 ; Gajewski, 2004). Elle
est constituee a 99% d'eau, et le 1% restant est composé de constituants macromoléculaires et

de faible poids moléculaire tels que les sucres, l'urée, la créatinine et les électrolytes. Les
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differents électrolytes pouvant étre mesurés dans I'HV comprennent le sodium, le potassium, le
chlorure, le calcium et le magnésium (Coe et al., 1984 ; Osuna et al., 2000). Elle est
extrémement pauvre en cellules (seulement quelques phagocytes et hyalocytes) et n'est pas
vascularisée (Whikehart, 2004). De plus, elle sert de matrice alternative simple a collecter lors
des autopsies (Pelander et al., 2010).

L'humeur vitrée (HV) est une substance de consistance gélatineuse située entre la rétine et
le cristallin, remplissant 80% de la chambre postéricure de I'ceil (Bévalot et al., 2016). Il a été
établi que la composition chimique de I'HV est stable et n'est pas significativement affectée par
l'autopsie (Coe, 1993 ; Madea, 2005).

1.2.1. Composition géneérale de I'HV

Le cristallin sépare le compartiment contenant I'HV du compartiment contenant le liquide
dans la partie antéricure de I'ceil. Ce compartiment postérieur est défini par la sclére,
I'épithélium pigmentaire rétinien et la choroide a I'arriére, et le corps ciliaire et le cristallin a
I'avant. L'HV est un tissu tres hydraté qui contient entre 98 et 99,7% d'eau (Le Goff et Bishop,
2008). Son volume moyen est de 4 mL. Sa structure gélatineuse résulte de la présence de
protéines fibrillaires, principalement des fibres de collagéne liées a des glucides de type
glycosaminoglycanes, principalement dérivés de l'acide hyaluronique (Le Goff et Bishop,
2008).

De plus, I'HV contient une petite quantité d'autres protéines que le collagéne, telles
que l'opticine, ainsi que des électrolytes tels que le sodium, le potassium, le chlore, le lactate et
I'ascorbate. L'HV contient trés peu de cellules et est avasculaire. Les hyalocytes jouent un réle
dans la synthése des constituants de I'HV ainsi que dans la réponse immunitaire de I'HV, qui

est adaptée pour réduire I'inflammation intraoculaire, selon Sonoda et al. (2005).
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Figure 01: Anatomie de I’ceil et de la barriére hémato-rétinienne
(Bévalot, 2014).

I1. Partie 11:Généralité sur I'acide Hyaluronique

I1.1. L’acide hyaluronique (AH):

L'acide hyaluronique (AH) est un polysaccharide linéaire naturel présent dans le tissu
conjonctif, le liquide synovial et d'autres tissus de la matrice extracellulaire. 1l remplit diverses
fonctions physiologiques et structurelles, telles que les interactions cellulaires et extracellulaires,
les interactions avec d'autres molécules et les interactions avec les facteurs de croissance, le
contréle de la pression osmotique et la lubrification des tissus. Toutes ces activités contribuent a
maintenir l'intégrité homéostatique et structurelle des tissus. De nombreuses études sur la fonction
physiologique du AH chez I'homme, ainsi que ses proprietés chimiques et physiques, ont démontré
son importance en tant que biomatériau utilisé dans des applications esthétiques, médicales et

pharmaceutiques (Parveen et al., 2013).

L'acide hyaluronique est une substance naturellement présente dans notre corps et est
responsable de I'attraction et de la rétention de I'humidité. On pense qu'il améliore I'interaction
entre les cellules et favorise la synthése de collagéne, ce qui peut prévenir I'apparition des rides et
améliorer la texture de notre peau (Parveen et al., 2013).
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L'acide hyaluronique est synthétisé naturellement par des protéines membranaires intégrales
appelées hyaluronane synthases (HAS) et dégradé par des enzymes de la famille des
hyaluronidases. Outre son role dans les articulations, les médecins utilisent également des
injections d'acide hyaluronique pour traiter les rides de la peau en raison de son importance pour

la santé du collagene (Parveen et al., 2013).

L'acide hyaluronique est également utilisé dans les crémes et les lotions pour prendre soin
de la peau, car il aide a hydrater la peau et a lutter contre la sécheresse et la perte d'élasticité liées
au vieillissement cutané, ou les réserves d'acide hyaluronique diminuent. Des études ont montré
que l'application topique d'acide hyaluronique accélere la cicatrisation des plaies en protégeant les
tissus des dommages causés par les radicaux libres d'oxygene. Les effets bénéfiques de l'acide
hyaluronique ont été observés immédiatement apres la blessure et également a long terme dans le
processus de guérison des plaies. Des études ont rapporté une réduction de 70% de la surface des

plaies suite a un traitement a I'acide hyaluronique (Sardijde , 2013).
I1.2. Historique:

L'acide hyaluronique a été identifié pour la premiere fois par des scientifiques de I'Université
de Columbia a New York, Meyer et al., John Palmer, en 1934. Ils ont réussi a isoler une molécule
a partir du liquide vitré des yeux de vache. En raison de sa consistance semblable au verre et de la
présence d'acide uronique, I'une des deux composantes de sucre, ils ont proposé le nom d'acide
hyaluronique (AH). Cette découverte a jeté les bases de nombreuses recherches ultérieures sur les

propriétés et les utilisations de I'acide hyaluronique (Vedamurthy ,2004).

Plusieurs chercheurs ont contribué a la découverte et a I'étude de I'acide hyaluronique (AH)

au fil des années. Voici quelques étapes importantes :

= En 1937, Kendall, Heidelberger et Dawson ont identifié un polysaccharide identique a

I'acide hyaluronique dans la capsule de la souche streptococcique hémolytique A.

= Dans les années 1950, Karl Meyer a décrit la composition macromoléculaire de l'acide
hyaluronique, sa présence sous forme de sel libre dans le liquide synovial, ainsi que ses

caractéristiques physiques et ses fonctions rhéologiques.

= Les premieres injections intra-articulaires réussies d'acide hyaluronique ont été réalisées

en 1966 sur des chevaux de course souffrant d'arthropathies traumatiques.
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= En 1968-1970, I'AH a été utilisé en ophtalmologie comme facteur de visco-
supplémentation en complément de la chirurgie de la cataracte pour prévenir le retrait de

I'endothélium cornéen.

= En 1972, une partie d'un sel d'acide hyaluronique disodique a été injectée avec succes dans
des articulations arthrosiques humaines par Rydell. Cette découverte a été confirmée par

Peyron et Balasz en 1974, puis par Weiss en 1981.

= En 1986, I'nyaluronate de sodium a été renommeé "hyaluronan” pour se conformer a la

nomenclature internationale des polysaccharides.

= Le premier acide hyaluronique a été commercialisé en 1995. Il est apparu sur le marché de
I'esthétique dans les années 1990 (alors que le collagene bovin américain était
commercialisé depuis 1981).

Ces étapes ont contribué a I'avancement des connaissances sur I'acide hyaluronique et a son
utilisation dans différents domaines, tels que la médecine, I'ophtalmologie et I'esthétique
(Montélimar, 2006) .

11.3. La structure de I’acide Hyaluronique:

Le polymere linéaire de glycosaminoglycane (GAG) appelé hyaluronane est formé par des
unités repétées de 1,3-N-acétylglucosamine et d'acide 1,4-D-glucuronique. La structure de

I'nyaluronane est représentée dans la figure suivante (Figure 2).

Les hydroxyles, le groupe carboxylate et la conformation des deux sucres dans l'acide
hyaluronique jouent un réle important dans sa structure et ses propriétés. Le carbone anomérique
de l'acide glucuronique est positionné de maniére avantageuse a des positions équatoriales par
rapport au sucre voisin, ce qui contribue a la stabilité énergétique de la molécule. En revanche,
tous les atomes d’hydrogene sont situés dans des emplacements axiaux moins favorables sur la

molécule (Diane Rigo et al.,2023).

En raison de la nature anionique de I'acide hyaluronique, sa structure devient extrémement
stable sur le plan énergétique. De plus, I'acide hyaluronique est hautement hydrophile, ce qui
signifie gu'il a une forte affinité pour I'eau (Abdallahet al.,2020). Gallo
et al. (2019) ont déclaré que I'acide hyaluronique est le seul glycosaminoglycane (GAG) lié aux

protéines qui n'est pas sulfaté. Comparé aux autres GAG qui sont généralement plus petits, lI'acide
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hyaluronigue se compose généralement de 100 a 20 000 unités répétitives et a un poids moléculaire
compris entre 105 et 108 Daltons (Gallo et al.,2019).

Le poids moléculaire de I'acide hyaluronique peut varier en fonction de sa source. Par
exemple, l'acide hyaluronique d'origine animale a genéralement des poids moléculaires élevés
allant jusqu'a 20 000 kDa. En revanche, I'acide hyaluronique d'origine bactérienne a généralement
des poids moléculaires compris entre 1000 et 4000 kDa (Abdallah et al.,2020).

Les unités disaccharidiques sont ensuite reliées par des liaisons B(1-4) glucosamine, formant
ainsi une chaine d'acide hyaluronique composée de plus de 25 000 unités di saccharidiques. Cette
chaine peut varier en longueur et en poids moléculaire, et I'acide hyaluronique peut étre de taille
variable (Laura ,2020).

L'acide hyaluronique posséde une structure complexe avec a la fois une partie hydrophile et
une partie hydrophobe. Cette structure lui confére la capacité de moduler les propriétés physico-
chimiques de son environnement. En fonction des conditions, il peut exister sous forme d'acide
hyaluronique (forme acide) ou sous forme d'hyaluronate de sodium (forme saline)
(Laura ,2020).

En effet, I'acide hyaluronique adopte une conformation hélicoidale a I'état solide. Cette
conformation est due aux liaisons hydrogéne qui se forment entre les sucres adjacents de la chaine.
De plus, la répulsion mutuelle des résidus carboxyle contribue également a stabiliser cette structure
hélicoidale (Laura ,2020). AH est hautement hydrophile et peut absorber et retenir une grande
quantité d'eau, contribuant ainsi a son aspect gélatineux et a ses propriétés hydratantes (Laura
,2020).

Il convient de noter que les propriétés et la conformation de I'acide hyaluronique peuvent
varier en fonction des conditions physico-chimiques du milieu dans lequel il se trouve, telles que
le pH, la concentration en sel et les cations présents. Ces facteurs peuvent influencer la

conformation de la chaine et donc les propriétés de I'acide hyaluronique (Laura ,2020).
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Figure 2: Unité di saccharidique, constituant de base de I’acide hyaluronique
( Maheu, 2020).

11.4. Propriétés physico chimique de I’acide Hyaluronique:

En raison de ses caractéristiques rhéologiques et structurelles uniques, I'acide hyaluronique
(AH) joue un réle crucial dans notre corps. Les structures supramoléculaires de I'AH contrélent la
forme et I'organisation structurelle des tissus, en particulier en relation avec le réseau de fibres de
collagéne. Il confére aux tissus des propriétés mécaniques, telles que I'amortissement des cartilages
et I'élasticité des vaisseaux sanguins. De plus, il participe au maintien de l'intégrité et de

I'nydratation de plusieurs tissus, notamment la peau et le cerveau (Asari et al.,2000).
11.4.1. Masse moléculaire:

La masse moléculaire de l'acide hyaluronique peut varier en fonction de son origine et de
ses conditions de production. Les polymeres d'AH peuvent avoir une taille de 102 a 104 kilo
daltons (kDa) in vivo, et la longueur des chaines peut varier de 2000 a 50000 dimeres. La masse
moléculaire moyenne de I'acide hyaluronique peut différer selon la source a partir de laquelle il
est extrait. Voici un tableau présentant la masse molaire moyenne de I'acide hyaluronique en

fonction de son origine, selon les travaux de Laurent et Balazs en 1970.

Veuillez noter que les valeurs exactes de la masse molaire peuvent varier en fonction de
différentes études et des méthodes de mesure utilisées.

Tableau 1: Masse moulaire moyenne de I'acide hyaluronique en fonction de son  origine,
d'aprés Laurent et Balazs, (1970)
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Origine de I'acide hyaluronique

Masse molaire (g.mol-1)

Crétes de coq

1.2*1076

Liguide synovial bovin

14*1076

Humeur vitrée bovine

7,7*104 3 1,7*10"6

Liquide synovial Sain 6*1076
dégénéré 2,7*1076
Cordon ombilical humain 3,4*10"6

11.4.2. Solubilité et viscosité:

En effet, l'acide hyaluronique (AH) est un polyélectrolyte soluble dans l'eau. A faible
concentration, les interactions électrostatiques entre les fonctions carboxylates entrainent
I'expansion des pelotes macromoléculaires, ce qui augmente la viscosité de la solution. Cela lui
confére sa capacité a former des gels visqueux élastiques et a augmenter la viscosité des solutions

aqueuses ( Price et al.,2007).

L'AH est un composant clé de I'nydratation dermique en raison de sa capacité a attirer et a
retenir l'eau. Il peut fixer jusqu'a 1000 fois son poids en eau, ce qui contribue a maintenir
I'nydratation de la peau. La longueur des chaines ,les modifications chimiques, les variations de
pH et d'autres facteurs peuvent influencer les propriétés viscoélastiques des gels d'’AH (Price et
al.,2007).

Le pH acide provoque la protonation des groupes acétamides de I'AH, ce qui génere des
forces de répulsion électrostatiques. La forme précise de I'AH en solution aqueuse n'est pas
entierement connue. La stabilité de sa chaine diminue avec l'augmentation de la température, ce
qui peut entrainer la rupture des liaisons hydrogéne. La valeur du pKa de I'AH est d'environ 2,9,
ce qui indique un faible degré de dissociation du groupe acide carboxylique. Cela favorise la

formation de liaisons hydrogéne et d'interactions moléculaires.
11.4.3. Etudes en phase solide:

Les études en phase solide ont permis de mieux comprendre la structure de l'acide
hyaluronique (AH). La diffraction des rayons X a révélé que ce polysaccharide adopte une
structure hélicoidale, qui est stabilisée par des liaisons hydrogéne ( Winter et al.,1975) ont

11
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démontré que les différentes conformations hélicoidales dépendent des contre ions présents, tels
que H+, Na+, K+ et Ca2+. Ces conformations sont maintenues par des liaisons hydrogene et des
zones flexibles de désorganisation. Ces études ont contribué a une meilleure compréhension de la

structure tridimensionnelle de I'AH a I'état solide (Price et al.,2007).
11.4.4. Sensibilité aux agents physiques, chimiques et enzymatiques:

L'acide hyaluronique (AH) peut subir une dégradation polymérique causée par différentes
influences, telles que les rayons UV, les rayons gamma, les ultrasons, I'action enzymatique de la
hyaluronidase et la dépolymérisation redox par le peroxyde d'hydrogene et/ou I'ascorbate(Liu et
al., 2008 ; Tokita and Okamoto, 1995). Parmi les propriétés physiques les plus importantes de
I'AH, on trouve sa distribution de poids moléculaire, son poids moléculaire moyen et sa viscosité
intrinséque. Lors du contr6le de qualité du produit, ces deux premieres caractéristiques sont
généralement examinées de maniére approfondie. Elles jouent un réle clé dans la détermination de

la qualité et de la performance de I'AH (Price et al.,2007).
11.4.5. Propriétés anti-radicalaires et anti-oxydantes:

La nature hautement ionisée de I'acide hyaluronique lui permet d'agir comme un antioxydant
et comme un agent protecteur. Il absorbe les électrons libérés par les radicaux libres pour les
éliminer, mais ce faisant, il se dégrade progressivement par dépolymérisation. La disparition
progressive de l'acide hyaluronique entraine une diminution de I'élasticité de la peau L'étude de
I'acide hyaluronique (AH) en solution et de ses interactions a suscité un intérét important en raison
de son importance biologique. Les premieres études dans les années 1940 ont porté sur les
dimensions et la forme des chaines d'AH, en utilisant la biréfringence de et de la viscosité du
liquide synovial, qui comprennent tous deux des quantités importantes d'acide hyaluronique
(Kogan et al.,2007).

I1.5. Caractéeres macromoléculaires:

I'numeur vitrée. 1l a été observé que les chaines d'AH présentaient une longueur de particule
importante et une distribution poly dispersée. Dans les années 1950, Ogston et Stainer ont proposé
que I'’AH en solution se comportait hydro dynamiguement comme une grande sphere solvatée qui
contenait environ 1 000 fois plus d'eau que de matiere organique. Malgré de nombreuses
recherches au cours des 60 dernieres années, il reste encore des debats sur la structure et les

12
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interactions de I'AH en solution, en raison de la simplicité de sa structure répétitive en disaccharide
( Ogston et al.,1950).
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Figure 3: Un tétrasaccharide d'une chaine AH (Lubomu T et al.,1998).

11.5.1. Propriétés des polyélectrolytes:

Dans les années 1950, Balazs et Laurent ont proposé un modele de viscosité caractéristique
pour les polyélectrolytes, dont I'acide hyaluronique (AH). Les charges présentes sur les résidus
carboxyliques de l'acide D-glucuronique de I'AH sont espacées d'environ 1 nm une fois qu'elles
sont complétement ionisées. Ces charges influencent la géométrie des chaines d'AH et leurs
interactions avec les molécules voisines, et leur configuration est affectée par le pH et la force
ionique de I'environnement. En 1957, Laurent a étudié la diffusion statique de la lumiére et la
viscosité de I'hyaluronate de sodium en solution aqueuse et de I'hyaluronate de cétylpyridinium
dans le méthanol. Il a observé que le rayon de giration des chaines d'AH variait (200 nm dans la
premiere solution et 120 nm dans la seconde), suggérant un changement de conformation lorsque
les charges étaient neutralisées. Cleland, en 1968, a confirmé que les chaines d'AH se resserraient
avec une diminution du pH et une augmentation de la force ionique, ce qui démontrait la nature
polyelectrolytique de ces molécules. Des études plus récentes, menées par Fouissac et al. et
Hayashi et al., (2016) ont examiné I'effet de la concentration ionique sur le rayon de giration et la
longueur de persistance de I'AH avec différents poids moléculaires. Ces études ont montré que
I'expansion électrostatique des chaines d'AH pouvait étre décrite par le modéle d'Odijk, supposant
une conformation de chaine vermiforme. Cependant, Hayashi et al., (2016) ont noté que la
contribution électrostatique a la longueur de persistance a faible concentration ionique était
différente de celle prédite par le modéle (d'Odijk ,1970).

11.5.2. Conformation:

13
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Il n'est pas surprenant que plusieurs études aient été menées pour mieux comprendre
I'organisation tridimensionnelle de I'acide hyaluronique (AH), le composant clé de la matrice
extracellulaire. Depuis 1958, les premieres images de diffraction des rayons X ont été publiées.
Les études sur le hyaluronate de sodium ont démontré que les poudres produites par précipitation
et séchage a I'éthanol ont un caractére semi-cristallin (Bettelheim, 1958). A partir de 1972, la
structure cristalline du hyaluronate de sodium a été étudiée par Atkins et Sheehan. Winter et al.,ont
montré que ce polysaccharide possede une conformation en hélice stabilisée par des liaisons
hydrogene. Une conformation en double hélice antiparallele a été mise en évidence par diffraction
des rayons X pour des films de AH a pH 2,5 (Harada , 1997). Jusqu'a présent, il n'a pas été possible
d'observer de transition conformationnelle hélice-pelote pour les solutions de AH provenant de
créte de coq, malgré des modifications du pouvoir rotatoire spécifique et du dichroisme circulaire
(Harada , 1996). Cette transition pourrait étre liée a la présence de protéines dans le AH d'origine
animale. Selon Scott et ses collaborateurs, une conformation stabilisée est obtenue grace a un
réseau de liaisons hydrogene intramoléculaires impliquant les groupes carboxylique, acétamido et
hydroxyle (Hashidzume et al., 2006).

Le RMN 1H et 13C a été utilisé pour tenter de déterminer la configuration de I'acide
hyaluronique (AH) en solution aqueuse. Cependant, I'utilisation de I'eau comme solvant ne permet
pas une observation facile des groupes NH et OH impliqués directement dans les liaisons
hydrogénes. Par conséquent, de nombreuses études ont été réalisées dans le DMSO deutérié. En
1984, Scott et al. ont identifié quatre liaisons hydrogene par unité de saccharidique (Pozuelo ,
1997). Selon les recherches de Cowman et al., I'ajout d'eau a une solution de AH dans le DMSO
modifie I'équilibre des liaisons hydrogenes. La liaison hydrogene directe serait remplacée par une
molécule d'eau qui crée un pont entre le NH et le COO- e (Zhang et al., 1998).
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Figure 4: Structure secondaire du AH dans du DMSO avec et sans présence d’eau
(Zhang et al.,1998)
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Les liaisons hydrogéne intramoléculaires périodiques, telles que I'hélice 21, sont
maintenues stables par deux liaisons spécifiques. La premiere implique le NH du groupe
acetamido et le groupe carboxylate via la liaison (14), tandis que la deuxiéme implique
I'oxygene O5 du cycle et l'alcool C4-04 H via la liaison (13) (Figure 4 (a)). Des études
supplémentaires ont été menées en utilisant la spectroscopie infrarouge pour localiser les ponts
hydrogene intra- et interchaines et observer I'insertion des molécules d'eau (Figure 4 (b)). La
spectroscopie infrarouge a également permis de mettre en évidence le mécanisme d'hydratation
et les changements de conformation induits dans la chaine lors de I'hydratation. Dans une étude
menée par Almond et al, 1997 la configuration des oligosaccharides en solution a été explorée
a l'aide de la dynamique moléculaire. Les résultats ont montré une réorganisation rapide des
liaisons hydrogene intramoléculaires, avec un échange de molécules d'eau (Kjoniksen , 2005;
Charlot et al., 2007). Le modéle microscopique le plus couramment accepté pour l'acide
hyaluronique en solution est celui d'une hélice 21 stabilisée par un réseau dynamique de liaisons
hydrogene intramoléculaires entre les résidus adjacents Cette structure semi-rigide a été

observée dans les simulations de dynamique moléculaire réalisées par Almond et al. 2000.

Figure5: Plan (1) et élévation (2) de projections dessinées par ordinateur de la molécule
d'hyaluronane en forme de bande. (3) est la vue vue le long de I'axe de I'hélice a deux plis.
(Scott ,1989).
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11.6. Roles fonctionnelles du AH dans I’organisme vivant:

Dans l'organisme humain, les régions les plus abondantes en acide hyaluronique sont
I'épiderme, le liquide synovial, le cordon ombilical et le gel vitreux de l'eeil. L'acide
hyaluronique posséde une structure moléculaire de poids élevé qui lui confere des propriétés
structurelles particulieres. Il agit comme un agent de liaison en se liant aux fibres de la

membrane extracellulaire de différents tissus. (Rousselle et al., 2019).

Gréace a sa structure hélicoidale et a ses charges négatives, I'acide hyaluronique présente
des propriétés hydrophiles et viscoélastiques qui contribuent a I'hydratation de la matrice
extracellulaire (MEC) et des tissus. Un seul gramme d'AH peut retenir jusqu'a six litres d'eau
Les molécules d'eau en contact avec I'AH peuvent former des liaisons hydrogéne avec d'autres
molécules d'eau, créant ainsi un gel hydrophile volumineux. De plus, I'AH agit comme un
amortisseur et un lubrifiant grace a ses propriétés visqueuses et flexibles (Rousselle et al.,
2019).

11.6.1. Dans la réponse inflammatoire:

L'acide hyaluronique possede des propriétés régulatrices qui dépendent de la taille de la
molécule (Miyoshi et al.,1988). Les oligomeres de faible poids moléculaire de I'AH déclenchent
des effets pro-inflammatoires qui contribuent a la régulation de la réponse immunitaire. Ces
oligomeres sont produits par la fragmentation de I'AH lors d'épisodes inflammatoires ou de
traumatismes par des hyaluronidases (Balazs et Laurent ,1986 ; Balazs , 1979). lls agissent
comme de puissants stimulateurs de la synthése de cytokines pro-inflammatoires et ont un effet
immunostimulant et antigénique. De plus, ils agissent comme des médiateurs pro-
inflammatoires en activant les cellules dendritiques présentatrices d'antigénes, en stimulant le
récepteur Toll-like 4 (TLR4), en activant le facteur nucléaire NF-kappa B en synergie avec
l'interféron o (IFN) et en entrainant la synthese d'IL-8 et d'IL-10 (Miyoshi et al., 1988).

Les oligoméres de I'AH stimulent également I'angiogenése en favorisant la prolifération
des cellules endothéliales en synergie avec le facteur de croissance des fibroblastes (FCF) et le
facteur de croissance endothélial vasculaire (FCEV) (Balazs et Laurent , 1986). Cette action
pro-inflammatoire des oligomeres de I'AH favorise les processus de cicatrisation des plaies.
Contrairement aux oligomeres, les macromolécules d'/AH ont des effets anti-inflammatoires
(Balazs et Laurent, 1986 ; Balazs , 1979). L'AH de haut poids moléculaire produit des effets

immunosuppresseurs et anti-antigéniques. 1ls inhibent I'activation du facteur nucléaire NF-
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kappa B. En effet, les macromolécules de I'AH masquent les récepteurs membranaires des
cellules impliquées dans la reaction inflammatoire, empéchant ainsi leur activation et

contribuant ainsi a I'action anti-inflammatoire (Balazs et Laurent , 1986 ; Balazs , 1979).

Au cours de la stimulation inflammatoire, telle que dans les lésions tissulaires, on observe
une dégradation de I'acide hyaluronique (AH) de haut poids moléculaire en AH de bas poids
moléculaire. Cette dégradation est causée par les especes réactives de I'oxygene et les enzymes
protéolytiques telles que les hyaluronidases, chondroitinases et hexosaminidases. Ces enzymes
provoquent une réaction inflammatoire en se liant aux récepteurs CD44 et TLR. Cette liaison
conduit a la synthése et a I'activation de la protéine NF-kB, qui a son tour stimule la production
de plusieurs molécules inflammatoires telles que les cytokines TNF-alpha et IL-6. Ces
molécules sont responsables de I'activation de la synthése de I'AH de poids moléculaire élevé,

ce qui maintient I'inflammation initiale (Laura ,2020).

Les fragments d'AH de poids moléculaire élevé déplacent alors les fragments plus petits
de I'AH. Ces fragments sont éliminés par les récepteurs TLR4 et CD44. Dans le méme temps,
I'AH de haut poids moléculaire inhibe la protéine PKC, ce qui contribue a la résolution de
I'inflammation, a la réparation tissulaire et au retour a I'état de quiescence (Laura ,2020).
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Figure 6: Role de I'AH lors de la réaction inflammatoire (Campo et al., 2010).

11.6.2. Roéle dans I’initiation de la réponse a une lésion tissulaire
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En conditions physiologiques, lI'acide hyaluronique (AH) se présente sous la forme d'un
polymére de poids moléculaire élevé dépassant les 10°6 Da. Cependant, en cas de blessure, des
fragments d'AH de masse moléculaire plus faible s'accumulent. Des études in vitro ont suggéré
que la génération de ces fragments peut avoir une influence. Par exemple, des oligomeres
contenant 8 a 16 disaccharides obtenus par digestion enzymatique de I'AH natif favorisent

I'angiogenese, tandis que I'AH de haut poids moléculaire ne le fait pas (Mathieu , 2011).

La fragmentation du hyaluronane in vivo pourrait reésulter de I'expression regulée des
hyaluronidases ou de processus d'oxydation. Cette fragmentation est requise pour I'acquisition
de la fonctionnalité de signalisation de I'AH. La génération d'AH fragmenté dans des conditions
de blessures tissulaires peut servir la fonction de signalisation dans I'organisme ou I'homéostasie

normale a été perturbée (Noble, 2002).
11.6.3. Réles dans la cicatrisation:

L'acide hyaluronique présente une excellente capacité a retenir I'eau, ce qui permet une
hydratation des tissus et préserve I'humidité cutanée. Il est abondant dans les peaux juvéniles.
En plus de cette remarquable propriété hygroscopique, I'acide hyaluronique participe également

aux processus de guérison (Mathieu , 2011).
11.6.4. Régénération de la matrice extracellulaire:

La synthése de collagene par les cellules fibroblastiques joue un réle crucial dans la
régénération de la matrice cutanée lors du processus de cicatrisation. La qualité de la cicatrice
dépend de la nature de cette synthése. Dans des études expérimentales, I'administration d'acide
hyaluronique a longue chaine a été constatée pour stimuler la prolifération des fibroblastes, tout
en réduisant la production totale de collagéne cicatriciel par les fibroblastes de la peau adulte
(Croce et al.,2001).

L'utilisation de [l'acide hyaluronique favorise la restructuration de la matrice
extracellulaire et regule le dépdt de collagéne. De maniére surprenante, I'nyaluronidase, qui
libére de nombreux fragments d'acide hyaluronique, favorise la guérison, tandis que des
niveaux élevés persistants d'acide hyaluronique réduisent la contraction des fibroblastes. (West
etal., 1991).

La production d'acide hyaluronique par les fibroblastes peut étre influencée par de
nombreux facteurs de croissance, et les produits de dégradation sont bénéfiques pour

I'angiogenese (West et al., 1991).
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11.6.5. Régénération épithéliale:

L'utilisation topique de I'acide hyaluronique améliore la prolifération des cellules de la
couche superficielle de la peau, que ce soit dans des conditions expérimentales ou dans un
organisme vivant. L'acide hyaluronique agit en favorisant la circulation des cellules de la
cornée, en agissant de maniere synergique avec la fibronectine ou le facteur de croissance
endothélial (Mathieu , 2011).

De plus, l'acide hyaluronique joue un role protecteur pour I'épiderme en capturant les
radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygéne produits par les rayons ultraviolets
(Mathieu , 2011)

11.6.6. Réle dans I’angiogénése:

Que ce soit pendant le développement embryonnaire ou la réparation des tissus chez
I'adulte, I'angiogenese joue un role crucial dans la création de nouveaux tissus en permettant
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants ou de
précurseurs d'endothélium circulant. Pour répondre aux besoins nutritionnels et d'hydratation
des tissus, de nouveaux vaisseaux doivent étre formés. L'acide hyaluronique (AH) de haut
poids moléculaire présent dans la matrice extracellulaire (MEC) joue un réle important dans
I'angiogenese physiologique en interagissant avec le récepteur CD44 situé au niveau des
cellules endothéliales. Cette liaison empéche les cellules endothéliales d'activer leurs voies de

signalisation, les maintenant inactives et incapables d'interagir (Laura ,2020).
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Figure 7: L’angiogenése du tissu tumoral (Lataillade et al.,2010).

Cela maintient la malignité des tumeurs en leur permettant de rester peu différenciées tout

en se développant dans un environnement propice a leur prolifération et leur croissance. De
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plus, cet acide hyaluronique de haut poids moléculaire peut se dégrader en un acide
hyaluronique de bas poids moléculaire, qui favorise l'angiogenese et conduit a la formation de
vaisseaux sanguins, permettant la migration des cellules tumorales. Les molécules d'acide
hyaluronique de bas poids moléculaire ont également un rdle dans I'angiogenése pathologique
en participant a I'angiogenese intraplaque. Elles contribuent non seulement a la prolifération

cellulaire mais aussi a I'inflammation des plaques (Laura ,2020).
11.6.7. Role dans le cartilage:

Les chondrocytes, qui sont les cellules constitutives du cartilage articulaire, sont le seul
type de cellules présentes dans ce tissu conjonctif. lls produisent une matrice extracellulaire
(MEC) dense, principalement composée de collagéne, d'acide hyaluronique (AH) et de
protéoglycanes. Ces molécules jouent un role essentiel dans les propriétés élastiques et
résistantes de ce tissu. De plus, elles favorisent les interactions avec des substances actives telles
que les cytokines et les facteurs de croissance. Cependant, dans des conditions d'hypoxie et de
vascularisation insuffisante, les chondrocytes présentent une capacité métabolique limitée (
Mathieu,2011).

Dans des conditions physiopathologiques telles que l'arthrose, il se produit une
dégradation irréversible des composants de la matrice (Magdalou et al., 2008). L'acide
hyaluronique de haut poids moléculaire est abondant dans le liquide synovial, contribuant & la
lubrification des articulations grace a sa capacité a retenir I'eau, ainsi qu'a I'absorption efficace

des chocs grace a ses propriétés mécaniques.

La présence d'un groupe hydrazido permet le couplage avec des médicaments et/ou la

réticulation. Les hyaluronates de palmitoyle ont été utilisés pour créer des liposomes enrobés
de polysaccharides pour I'administration de médicaments. Cette méthode permet de prévenir la
destruction des liposomes par la phospholipase. Il a été constaté que la conformation finale des
liposomes était influencee par la longueur des chaines d'AH déposées a leur surface. Les
palmitoylhyaluronates ont démontré une meilleure activité d'émulsification dans les mélanges

eau-huile lorsque la masse molaire des chaines d'’AH diminuait (Mathieu ,2011).
11.6.8. Pathologies pulmonaires:

L'AH améliore I'environnement des cils dans les poumons en permettant une transition
en douceur entre une viscosité élevee et une viscosité basse, tout en maintenant la perméabilité

des alvéoles pulmonaires. Chez les nourrissons prématurés souffrant de maladies respiratoires,
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I'administration de corticostéroides peut réduire les niveaux élevés d'AH afin de diminuer la

prévalence du syndrome de détresse respiratoire du nouveaune (Price et al., 2007).

Dans les maladies pulmonaires, les niveaux d'AH augmentent et 1'eedéme pulmonaire peut
étre réduit par I'administration d'hyaluronidase ou de corticostéroides, qui n'ont aucun effet sur
la fibrose ultérieure. Cependant, il est important de noter que ces traitements n'ont pas d'effet

sur la fibrose pulmonaire (Price et al.,2007).

Dans les maladies chroniques inflammatoires des voies respiratoires, la surproduction de
liquide visqueux peut étre due a la fragmentation de I'acide hyaluronique par des molécules
réactives de I'oxygene. L'interaction entre I'AH et les récepteurs CD44 active une protéine qui
clive les précurseurs des facteurs de croissance épidermiques (FCE) en facteurs actifs. 1l semble
que des niveaux élevés d'AH soient suffisants pour provoquer l'interaction CD44/ RFCE,
entrainant ainsi une surproduction de liquide visqueux (Yu et al.,2011).

11.7. Synthese:

L'acide hyaluronique est présent dans de nombreux tissus du corps humain, notamment
I'épithélium, le tissu conjonctif, les tissus nerveux, le vitré et le liquide oculaire, la synovie et
la peau. Il est également I'un des composants majeurs de la matrice extracellulaire. Les
concentrations d'acide hyaluronique varient selon les régions du corps. Il circule librement,
adhere aux tissus et s'intégre a la matrice extracellulaire, contribuant ainsi au maintien de la

structure environnante ( Laura ,2020).

Dans la peau, plus de 50% de I'acide hyaluronigue du corps humain se trouve, mais avec
le vieillissement de la peau, une grande partie de I'AH est perdue dans I'épiderme, ce qui

entraine principalement I'apparition de rides sur le visage humain.

La structure de l'acide hyaluronique reste la méme tout au long de I'évolution, des
bactéries telles que Pseudomonas aux mammifeéres tels que les rats, les lapins et les humains.
Sa présence ubiquitaire dans l'organisme explique son excellente tolérance. En raison de sa
biocompatibilité et de son faible risque d'allergies, cette molécule est largement utilisée dans

les traitements médicaux (Ke et al., 2008).
11.7.1. Source intrinséque:

De nombreuses cellules, telles que les cellules épithéliales, mésenchymateuses,

immunitaires, ainsi que les cellules souches mésenchymateuses et hématopoiétiques,
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contribuent a la production intrinséque de I'acide hyaluronique (AH). Au niveau de la peau, les
fibroblastes du derme sont les principaux producteurs, tandis que les cellules épidermiques en
synthétisent également en plus faible quantité.

L'acide hyaluronique est une molécule entiérement composée de saccharides et ne
contient aucune partie protéique. Sa synthése est donc unique. La production de
glycosaminoglycanes se produit généralement dans l'appareil de Golgi, tandis que la
polymérisation de I'acide hyaluronique a lieu a I'intérieur de la membrane plasmique de la
cellule. Ce processus est réalisé par un ensemble spécialisé de protéines membranaires appelées
HyaluronateSynthetases (HAS) ( Laura ,2020).

Il existe trois iso-enzymes de ces protéines enzymatiques chez les mammiféeres : HAS-1,
HAS-2 et HAS-3. Chacune de ces iso-enzymes présente des différences en termes de
comportement, de stade de développement, d'activité spécialisée et de taille de I'acide

hyaluronigue polymérisé qu'elle produit ( Laura ,2020).

La HAS-1, bien qu'elle soit la moins fonctionnelle, synthétise de I'acide hyaluronique de
maniere physiologique, bien que son taux de synthése soit plus lent. La HAS-2 joue un réle
plus important dans le développement embryonnaire et est également impliquée dans la réponse
a des situations de stress telles que les hémorragies, les plaies ou les brilures, contribuant ainsi
au processus de cicatrisation. La HAS-3 est considérée comme la plus performante dans la
synthése de I'acide hyaluronique ( Laura ,2020).

Les HAS-1 et HAS-2 produisent des chaines longues d'acide hyaluronique, qui servent
de composants structuraux de la matrice extracellulaire. En revanche, la HAS-3 produit des
fragments plus courts qui interviennent au niveau péri-cellulaire. Les HAS combinent
séquentiellement un acide glucuronique et une unité nicotinamide a I'extrémité N-terminale
pour produire le polymeére d'acide hyaluronique. Ce polymere traverse ensuite la membrane

plasmique pour étre libéré dans I'espace extracellulaire ( Laura ,2020).

Cette méthode de synthese permet d'aligner indéfiniment le polymere d'acide
hyaluronique. Etant donné que I'acide hyaluronique a une masse moléculaire élevée, sa synthése
dans l'appareil de Golgi ou le réticulum endoplasmique aurait entrainé la destruction de la
cellule ( Laura ,2020).
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Figure8: Biosynthése de I'AH au travers de la membrane plasmatique
(Dicker et al.,2014).
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Figure 9: Représentation schématique du cycle m étaboli de I'AH induit par la
blessure dans les plaies ( Veiseh et Turley, 2011).

11.7.2. Source extrinseque:

En thérapie, il existe deux méthodes principales pour obtenir de l'acide hyaluronique
(AH) : la fermentation bactérienne et I'extraction a partir de peignes de poulet.

La fermentation bactérienne utilise des souches de bactéries streptococciques pour
produire de l'acide hyaluronique. Cette méthode permet d'obtenir des poids moléculaires d'acide
hyaluronique compris entre 0,6 et 2,4 millions de daltons (MDa) ( Richette,2016) .
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L'extraction a partir de peignes de poulet est une autre méthode utilisée pour obtenir de
I'acide hyaluronique. Cette méthode permet d'obtenir des poids moléculaires plus éleves,
généralement de 2 a 6 MDa, ce qui est proche du poids moléculaire normal du liquide synovial
( Richette,2016).

Dans certains cas, il est possible de réticuler plusieurs chaines d'acide hyaluronique de
poids moléculaire intermédiaire pour obtenir un poids moléculaire plus éleve, d'environ 6 MDa.
Cette reéticulation transforme I'acide hyaluronique en un gel, qui présente une viscosité plus
élevée par rapport a I'acide hyaluronique non réticulé. Ce gel réticulé a une demi-vie légérement
plus longue dans les articulations, ce qui peut étre bénéfique dans certaines applications
thérapeutiques ( Richette,2016).

Il est important de noter que plus le poids moléculaire de I'acide hyaluronique est élevé
(EI maghraoui,2009), plus la viscosité du gel obtenu est importante. La viscosité du gel d'acide
hyaluronique peut jouer un role dans ses propriétés physiques et son efficacité thérapeutique,
notamment lorsqu'il est utilisé comme agent de comblement dans le domaine de la médecine

esthétique ou comme lubrifiant dans le traitement de I'arthrose.
11.8 .Catabolisme de I’acide hyaluronique intrinséque:

En effet, I'acide hyaluronique se décompose rapidement dans le corps. Sa demi-vie est
courte, de lI'ordre de 3 a 5 minutes dans la circulation sanguine, environ 1 jour dans la peau et

de 1 a 3 semaines dans les tissus tels que le cartilage ( Laura ,2020).

La dégradation de I'acide hyaluronique se produit principalement par I'action d'enzymes
appelées hyaluronidases. Il existe six hyaluronidases différentes identifiées jusqu'a présent.

Voici quelques exemples :

e L'HYAL-1 est présente dans la plupart des tissus et elle est responsable de la dégradation
de l'acide hyaluronique intracellulaire, le coupant en petits fragments de 2 a 10

disaccharides.

e L'HYAL-2 est également présente dans de nombreux tissus et elle dégrade l'acide

hyaluronique présent dans la matrice extracellulaire.
e Le role de I'HYAL-3 n'est pas encore bien défini.

Il convient de noter que I'HY AL-2 commence par découper I'acide hyaluronique de poids

moléculaire éleve en fragments de taille intermédiaire, d'environ 20 kDa et 50 disaccharides.
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Son expression se limite aux lysosomes et son activité est optimale a un pH de 4. L'HYAL-1

est I'enzyme finale de ce processus de dégradation ( Laura ,2020).

Environ 85 % de l'acide hyaluronique est excrété par les ganglions lymphatiques
régionaux, ou il est dégradé localement. Les 15 % restants passent dans la circulation sanguine
et sont éliminés principalement par le foie et les reins. Ainsi, environ un tiers de la quantité

totale d'acide hyaluronique est renouvelé chaque jour.

Cette dégradation de I'acide hyaluronique dans les tissus et sa courte demi-vie contribuent
a maintenir son homéostasie dans le corps et permettent une régulation dynamique de sa

présence et de ses fonctions.

En effet, la dégradation de I'acide hyaluronique se produit par une succession de réactions
enzymatiques qui clivent le biopolymere en monosaccharides. Ce processus génere des
polymeres de taille décroissante qui exercent des fonctions biologiques variées et souvent

opposées ( Laura ,2020).

Le renouvellement rapide de I'acide hyaluronique est en partie d0 a son drainage des tissus
vers les vaisseaux lymphatiques. Environ 85 % de I'acide hyaluronique est décomposé au
niveau des ganglions lymphatiques régionaux. Les 15 % restants qui atteignent la circulation
sanguine sont rapidement éliminés, avec une demi-vie de 3 a 5 minutes, principalement par le

foie et les reins ( Laura ,2020).

Ce métabolisme rapide de I'acide hyaluronique est similaire aux mécanismes de survie
activés en réponse au stress. En cas de stress, tels qu'une crise cardiaque, une hémorragie ou
une septicémie, le corps est capable de produire rapidement de grandes quantités d'acide
hyaluronigue en réduisant sa dégradation plut6t qu'en activant sa synthése, qui est un processus

plus lent et inefficace. ( Laura,2020).

Ainsi, la dégradation et le renouvellement rapides de I'acide hyaluronique contribuent a
son homéostasie dans le corps et permettent une adaptation rapide aux situations de stress ou

de perturbation de I'équilibre physiologique ( Laura ,2020).
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Figure 10: Cycle de dégradation de I’AH (Dicker et al.,2014).

11.9. Dérivation chimique de I'HA:
11.9.1. Hylans:

Effectivement, dans les premiéres études sur la dérivatisation de I'acide hyaluronique
(AH), Laurent et al. ont utilisé le 1,2,3,4-diépoxybutane pour réticuler les chaines d'AH
(Laurent et al, 1964). Une autre méthode couramment utilisée pour la réticulation des chaines
d'’AH repose sur la réaction du formaldéhyde ou d'autres agents réticulants tels que la
diméthylurée, la diméthyléthyléneurée, I'oxyde d'éthyléne, la polyaziridine ou le polyisocyanate
(Balazs et al., 1987). Ces agents réticulants réagissent avec les groupes hydroxyles des

polysaccharides et les groupes amino ou imino des protéines présents dans I'AH a un pH neutre.

Lors de la réticulation, les chaines d'’AH forment un réseau tridimensionnel, et la solution
se comporte alors comme de la gelée, reflétant les connexions protéiques entre les chaines d'AH.
Dans des conditions de réaction idéales, une connexion entre deux et huit molécules d'AH peut
se produire. Cette approche permet d'obtenir des hylans dont la masse molaire varie de 8 x 106
a 24 x 10”6 Da. Il est important de noter que, dans ces préparations réticulées, entre 0,4 % et

0,8 % de la substance est constituée de protéines (Balazs et al., 1987).

La réticulation de I'acide hyaluronique permet de former des gels a plus haute viscosité
et de prolonger la demi-vie de I'AH dans les tissus, ce qui peut étre bénéfique pour certaines

applications thérapeutiques ( Balazs et al.,1986).

26



Chapitre I .- Généralités

Une autre méthode de réticulation de l'acide hyaluronique utilise la réaction entre le
divinyl sulfone (DVS) et les groupes hydroxyles de I'AH. Cette réaction se produit facilement
dans des solutions alcalines aqueuses a température ambiante, et elle permet de former des gels
d'AH réticulés ( Balazs et al.,1986).

Le DVS réagit rapidement avec I'AH, et des gels solides réticulés peuvent étre obtenus
en quelques minutes seulement. Cette méthode présente I'avantage d'étre rapide et efficace pour
produire des gels d'AH réticulés ( Matsuda et al.,1995).

La recherche sur la réticulation photochimique a également été entreprise afin de
permettre I'élimination des composés non réagis des gels d'acide hyaluronique réticulés. Des
chercheurs, tels que Matsuda et al., ont développé des techniques utilisant des procédés
photochimiques pour créer de I'acide hyaluronique réticulé qui peut étre durci ou modifié gréace

a des méthodes spécifiques ( Matsuda et al.,1995).

Ces avancées dans les méthodes de réticulation de I'acide hyaluronique offrent différentes
options pour la fabrication de gels d'AH réticulés, adaptés a diverses applications médicales et
thérapeutiques ( Matsuda et al.,1995).

Dans une étude menée par Matsuda et al. en 1995, ils ont développé de I'acide
hyaluronique photoréticulable en utilisant différentes techniques. Les groupes hydroxyle ou
carboxyle du polymere d'AH ont été estérifiés avec une substance photoactive. Ensuite, I'acide
hyaluronique photodurcissable ainsi obtenu a été exposé a une lumiére UV avec des longueurs
d'onde allant de 260 a 400 nm ( Matsuda et al.,1995).

Différents chromophores photoréactifs ont été utilisés pour cette réaction. Les acides
cinnamiques ont été utilisés comme chromophores photoréactifs qui réagissent avec les groupes
hydroxyle de l'acide hyaluronique. Les uraciles substitués par un carboxyalkyle et les
coumarines substituées par un carboxyalkyle ont également été utilisés comme chromophores
photoréactifs, réagissant avec les groupes hydroxyle de I'acide hyaluronique (Hubbell et al.,
1996).

De plus, des dérivés de la 1,2-O-éthanothymine et de la 1,2-O-éthanouracile ont été
utilisés comme chromophores photoréactifs qui interagissent avec les groupes carboxyles de
I'acide hyaluronique (Yui et al.,1993).
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Ces techniques de photoréticulation permettent de modifier les propriétés de l'acide
hyaluronique en introduisant des groupes réactifs qui peuvent se lier entre eux lors de
I'exposition a la lumiére UV. Cela offre de nouvelles possibilités pour la création de matériaux
d'acide hyaluronique réticulés avec des propriétés spécifiques, adaptées a des applications

médicales et thérapeutiques (Yui et al.,1993).
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Figurell: Chromophores photoreactifs liés a I'AH pour la réticulation
(Lubomu r et al.,1998) .

Dans une autre étude menée par Hubbell et al. en 1996, différentes combinaisons
d'oligoglycolacrylates de poly(éthyléne glycol) (PEG) et d'acide hyaluronique ont été étudiées.
Pour cela, le PEG monoacrylate active par le carbonyle diimidazole (CDI) a été utilisé pour

synthétiser des PEG-acrylates, et I'acide hyaluronique a été acrylé. (Lubomi'r et al.,1998).

La photopolymérisation de I'acide hyaluronique acrylé a été réalisée par irradiation UV
en utilisant le 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone comme initiateur. Cela a permis de former
des matrices de gel liees au polyglycérolpolyglycidyl éther (PGPGE) de I'acide hyaluronique
(Lubomi r et al.,1998).

Ces matrices de gel ont été appliquées pour I'administration de l'acide acétylsalicylique,
un médicament, dans I'ceil sous I'effet de la lumiére visible. La réaction de réticulation a eu lieu

a un pH basique et a une température de 60 °C immédiatement apres le mélange de l'acide
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hyaluronique et de I'éther polyglycidylique. Les gels formés étaient opaques et présentaient une

teneur en eau éleveée, atteignant 99,5 % (Yui et al.,1993).

Cette approche permet de créer des gels d'acide hyaluronique réticulés contenant des
polymeres de poly(éthylene glycol) qui peuvent étre utilisés pour I'administration contr6lée de

médicaments et d'autres applications biomédicales. (Yui et al.,1993).
11.9.2. Autres dérivés de I'AH:

Des dérivés non réticulés de I'acide hyaluronique ont également été étudiés. Une approche
consiste a créer des esters carboxylés d'acide hyaluronique en utilisant une réaction entre des
sels d'ammonium quaternaires et des solvants aprotiques. Cette méthode a été suggérée par
(Rastrelli et al. en 1990 et Kvam en 1992). Différents alcools peuvent étre utilisés pour effectuer
cette réaction, et le taux d'estérification peut varier de 0 % a 100 %. Les caractéristiques
physiques et chimiques des esters d'acide hyaluronique different de celles de l'acide

hyaluronique d'origine, et ils sont insolubles dans I'eau ( Rastrelli et al.,1990).

Dans un brevet déposé par Balazs et Leshchiner en 1985, il est mentionné que des
polymeéres synthétiques tels que les polyuréthanes, les polyoléfines, les polymeres acryliques,
les polyamides, les polyesters et les polysiloxanes peuvent étre utilisés pour modifier I'acide

hyaluronique ( Rastrelli et al.,1990).

Un autre brevet dépose par Rhee et al. en 1995 suggere que pour obtenir des acides aminés
libres, I'acide hyaluronique doit étre désacétylé par hydrolyse basique. Méme aprés une
injection in situ, I'acide hyaluronique et le polymeére artificiel peuvent interagir ( Elwood et
al.,1988).

Dans le brevet d'Elwood et Riccarton, il est mentionné que I'acide hyaluronique peut étre
conjugué avec des médicaments chimiothérapeutiques ou d'autres composés biologiquement

actifs pour des applications spécifiques ( Elwood et al.,1988).

Effectivement, dans I'étude d'Elwood et al. en 1988, I'utilisation de groupes aminés a été
utilisée pour la conjugaison de l'acide hyaluronique avec des médicaments tels que les
antibiotiques. Les chaines d'acide hyaluronique doivent d'abord étre activées par le bromure de
cyanogeéne et les groupes hydroxyle de I'acide hyaluronique, ou par les carbodiimides et les
groupes carboxyle de I'acide hyaluronique, avant de réagir avec le médicament. La combinaison
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entre l'acide hyaluronique et le médicament réagit et précipite ensuite dans de I'éthanol pur (
Elwood et al.,1988).

Dans le traitement thérapeutique de I'arthrite, des variantes d'acide hyaluronique greffées
avec des antioxydants ont été créees. Le greffage se produit au moins sur l'un des groupes
hydroxyle de I'acide hyaluronique. Une réaction chaine par chaine dans des solvants polaires
aprotiques entre l'antioxydant 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoyl chloride et le sel de
méthyltricaprylammonium de l'acide hyaluronique a été réalisée dans le cadre de cette
recherche. L'acide hyaluronique fonctionnalisé a I'nydrazide a été créé dans des conditions de

réaction modérées ( Pouyani et al.,1997).

Ces études mettent en évidence la diversité des approches de dérivation et de modification

de I'acide hyaluronique pour des applications thérapeutiques spécifiques. (Nguyen et al.,1997).

\ 0 o4
e
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J

Figurel2: L'unité disaccharidique de I'AH fonctionnaliséavec des hydrazides.
(Vercruysse et al.,1997 ; Kawaguchi et al.,1992).
11.10. Production et obtention de AH:

En effet, le marché mondial des produits a base d'acide hyaluronique (AH) connait une
croissance significative. En 2018, il était estimé a environ 8,3 milliards de dollars, et il devrait

dépasser les 15 milliards de dollars d'ici 2026 (Gunasekaran et al., 2020).

Le prix du AH et de ses dérivés varie considérablement, allant de 2 000 a 60 000 dollars

américains par kilogramme, en fonction de l'application. Cette variation de prix s'explique
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principalement par les exigences de haute pureté, notamment pour les applications médicales,

ainsi que par le poids moléculaire requis pour ces applications (Gunasekaran et al., 2020).

La production de AH est en forte croissance, en particulier en Chine, ou les ventes
devraient atteindre 613 tonnes d'ici la fin de 2022. Cependant, les rendements de AH sont
encore relativement faibles. Au début des années 2000, les estimations indiquaient que la
production de AH pour les applications ophtalmologiques, cosmétiques, alimentaires et
médicales de qualité inférieure était inférieure a 1 tonne par an (Ferreira et al.,2021).

Face a cette demande commerciale croissante, il est essentiel d'optimiser les processus de
production de AH afin d'obtenir des produits répondant a des normes de qualité élevées, tout
en restant économiquement viables. La source d'extraction et le processus de purification
influencent conjointement les caractéristiques de pureté, de poids moléculaire, de rendement et
de codt de production du AH. Il s'agit donc d'un défi majeur dans le domaine de la recherche
appliquée utilisant de I'acide hyaluronique, en cherchant a obtenir des produits de haute qualité

et & haut rendement de maniere rentable (Fallacara et al., 2018).

Ces considérations mettent en évidence l'importance des efforts de recherche et de
développement visant a améliorer les procédés de production de AH, tant du point de vue de la
qualité que de la rentabilité, afin de répondre aux besoins croissants du marché et de permettre
une utilisation plus étendue de cette molécule dans divers domaines d'applications. (Fallacara
etal., 2018).

11.10.1. Source animale:

Au cours des années 1930, I'acide hyaluronique (AH) a été isolé a partir de divers tissus
animaux. Cependant, la premiere fois ou il a été obtenu avec un haut degré d'efficacité et un
poids moléculaire élevé était dans le cadre d'un projet de recherche de purification mené par
EndreBalazs. Les sources utilisées pour I'extraction comprenaient principalement les cordons
ombilicaux et les peignes de coq. L'AH ainsi obtenu est devenu I'un des produits les plus utilisés

en chirurgie ophtalmique (Lubom'r et al.,1998).

L'extraction de I'AH a partir de sources animales, comme les peignes de coq et I'hnumeur
vitrée de bovin, repose sur l'utilisation de solvants. La méthode d'extraction traditionnelle

impliquait l'utilisation de mélanges de chloroforme et d'eau, mais ceux-ci ont été remplacés par
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des mélanges plus respectueux de I'environnement a base d'eau, d'éthanol ou d'acétone. Aprés

I'extraction, les solutions contenant de I'AH subissent des traitements supplémentaires.

Ces traitements comprennent I'élimination des bactéries et la séparation des chaines
protéiques liées a la structure de I'AH. Pour éliminer les bactéries, des agents bactéricides sont
utilises, tandis que pour la séparation des chaines protéiques, des enzymes protéolytiques sont

utilisées (Cavalcanti et al.,2020).

Il est important de noter que l'utilisation de I'AH d'origine animale souléve des
préoccupations en termes d'éthique et de durabilité. De nos jours, il existe également des
méthodes de production d'AH par fermentation bactérienne, qui sont considérées comme plus

durables et évitent les problemes liés a l'utilisation de sources animales (Cavalcanti et al.,2020).

Hyaluronic Acid Extraction

Nile Tilapia Eyeball Extracted Hyaluronic Acid
(Oreochromis niloticns)

Figurel3: Extraction de I’acide Hyalorunique de loeil de Nile Tilapia ( Oreochromisniloticus)
(Lyndervan et al.,2023).

Tableau 2 : Méthodes d'extraction et de purification pour obtenir de I'AH a partir de sources

terrestres et marines (Ruschoni et al.,2022).

Source

séparation/purification
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Membrane de Terrestre Extraction Centrifugation Trypsin: 44.82 | (Urgeova
coquille d'ceuf enzymatique mg HA/g etVulganova,
Membrane de | 2016)
coquille
Papain: 39.02
mg HA/g
Membrane de
coquille
Membrane de Terrestre Isopropanolandacétate | Purification du gel de 5.3 mg AH/g (Khanmohammadi
coquille d'ceuf de sodium silice et du charbon coquille d'ceuf | etal., 2014)
actif
Mollusque bivalve Marine Acétone et extraction | Chromatographie par 4.2 mgAH/gd | (Kanchanaetal.,
enzymatique échange d'ions w de tissu 2013)
CogPeigne TerrestrE Organic solvent and Centrifugation n/d (Kulkarni et al.,
sodium acetate 2018)
(non-détecté)
Boules oculaires de Marine Processus alcalin Ultrafiltration, 0.3gAH/Lde | (Muradoetal.,
requin diafiltration et I'humeur 2012)
électrodéposition de vitrée
protéines
Stingray Foie Marine Extraction Chromatographie par 6.1 mg AH/g (Sadhasivam et
enzymatique (Papaine) | échange d'anions poids sec du al.,, 2013
tissu
Espadon Globes Marine Processus alcalin Ultrafiltration, 0.055g AH/Lde | (Muradoetal,

Oculaires

diafiltration and

I'humeur vitrée

2012)
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protein

eletrodeposition

11.10.2. Source microbienne:

Certaines techniques de production microbienne ont été développées dans le but d'obtenir
de I'acide hyaluronique (AH) de maniere plus efficace. Ces recherches ont commenceé a émerger
dans les années 1980 et ont connu une évolution rapide au cours des derniéres décennies (Yao
etal., 2021),

La production d'AH par fermentation microbienne présente plusieurs avantages par
rapport a l'utilisation de sources animales. Tout d'abord, elle permet d'éviter le risque d'infection
virale inter-especes associé a l'utilisation de tissus animaux. De plus, la purification de I'AH
produit par fermentation microbienne est généralement plus efficace. Les colts de production
sont également réduits et les rendements sont plus élevés par rapport aux sources animales
(Amado et al., 2016).

Ces avantages ont contribué a I'augmentation de la production d'AH par fermentation
microbienne. Les micro-organismes utilisés dans ces processus de fermentation comprennent
des bactéries telles que Streptococcus, Bacillus et Escherichia coli, ainsi que des levures telles

que Saccharomyces cerevisiae (Amado et al.,2016).

Il est important de noter que la production d'’AH par fermentation microbienne nécessite
des conditions de culture et des techniques spécifiques pour optimiser le rendement et la qualité
du produit final. Les parameétres tels que la composition du milieu de culture, la température, le
pH et la durée de fermentation sont soigneusement contrdlés pour obtenir des résultats optimaux
(Amado et al.,2016).

Les recherches dans le domaine de la production d'AH par fermentation microbienne se
poursuivent afin d'améliorer les rendements, d'optimiser les procédés de purification et de
développer de nouvelles souches de micro-organismes producteurs d'/AH. Cela contribue a
répondre a la demande croissante de ce biopolymére aux multiples applications (Amado et
al.,2016).

Effectivement, plusieurs techniques de production microbienne ont été développées dans

le but d'obtenir de I'acide hyaluronique (AH) avec un poids moléculaire élevé. L'une de ces
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techniques consiste a isoler la capsule bactérienne, qui est composée de polymeres d'AH. Des
sources microbiennes appropriées sont utilisées pour obtenir des rendements élevés en AH avec

une taille de polymeére souhaitée (Yasser et al.,2018).

La production microbienne d'AH peut étre influencée de maniere significative par les
conditions de culture, telles que la température, le pH, le taux d'aération, la vitesse d'agitation,
I'oxygene dissous, la contrainte de cisaillement et le type de bioréacteur. Par conséquent, des
études ont été menées pour déterminer les paramétres optimaux de la production microbienne
d'AH (Gedikli et al.,2018).

Les bactéries du genre Streptococcus sont les microorganismes les plus couramment
utilisés pour la production d'acide hyaluronique. En particulier, les groupes sérologiques A
(Streptococcus pyogenes) et C (Streptococcus equinus ) sont largement utilisés (Brown et
Pummill, 2008; Chien et Lee, 2007). Cependant, il est également possible de produire de I'AH
a partir de cultures de microorganismes recombinants tels que Bacillus subtilis, Escherichia

coli et Lactococcus lactis (Weigel et De Angelis, 2005).

Une fois la fermentation terminée, I'acide hyaluronique brut est obtenu apreés différentes
étapes de traitement telles que la dilution, la filtration et la précipitation éthanolique. Les
procédés de production microbienne présentent plusieurs avantages par rapport aux méthodes

d'extraction a partir de tissus animaux. lls offrent un rendement de production plus élevé, une

taille d'AH plus importante et une meilleure qualité du polymeére produit. De plus, les codts de
production sont réduits en raison de la facilité de culture des microorganismes et de I'obtention
d'un produit plus pur avec une faible liaison aux protéines (Armstrong et al., 1997; Fong-Chong
et al., 2004; Rangaswamy et al., 2008). Cependant, la viscosité eélevée du milieu de culture
limite le transfert d'oxygéne, ce qui peut affecter la production d'AH par fermentation (Fong-
Chong et al., 2004).

Une autre considération importante de la production d'AH par fermentation microbienne
est la réduction du risque de transmission virale inter-espéces. Cependant, il existe des risques
potentiels lies a cette technique, tels que la présence d'endotoxines bactériennes et la

contamination du milieu de culture (Diane Rigo et al.,2023).

Tableau 1: Résumé des différents parametres économiques pour la production d’/AH & l'aide
ennes sauvages et recombinantes (Ruschoni et al.,2022)
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Scenarios/economic A B S1 S2 S3 sS4 SE1 BS1 BS2
parameters
Reference 34a 34b 17
Technologie Streptococci Streptococci Streptococ | B. subtillis | B.  subtilis

fermentation | fermentation ci A164A5 3NA
fermentati
on
Investissement total en 41.8 | 86.84 | 535 443 107 98.6 106.5 82.7 223.3
capital (millions de dollars 4
américains)
Coiit de production unitaire ($ | 931 1665 1115 | 946 1691 | 1449 | 113 67 43
US/kg)
Retour sur investissement | 46.12 | 50.64 | 32.6 | 43.5 425 |53.1 |436 66.4 78.3
(ROl en %)
Temps de récupération | 2.12 | 1.97 3.07 | 2.30 2.35 | 1.88
(années)
Valeur actuelle nette (VAN) | 118.0 | 281.6 | 92.4 | 115.3 | 276.5 | 308.7 | 244.5 124.6 285.3
(millions de dollars
américains)
Produit a wusage topique | 20.00 | 17.94 | 20.00 | 20.00 | 19.06 | 19.06 | 1.222.357 | 622.912 1.426.255
(kg/an) 0 4 0 0 7 7
Produit a usage injectable | O 2.056 |0 0 871 871

(kg/an)
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Pourcentage d’AH détourné | 10.28% 4.36%
vers une utilisation
injectable

11.10.3. Processus en aval pour la récupération de I'AH:

Effectivement, la purification et les processus en aval sont essentiels pour obtenir de
I'acide hyaluronique (AH) de poids moléculaire élevé et de grande pureté. Différentes méthodes
de purification ont été utilisées, notamment la précipitation artificielle utilisant des solvants
organiques tels que l'isopropanol. La précipitation de I'AH est un processus complexe similaire
a la précipitation des protéines en présence de solvants organiques, ou la réduction de la
constante diélectrique favorise les interactions intermoléculaires de la macromolécule,

entrainant la précipitation de I'AH (Bicudo et al., 2012; Cowman et al., 2005).

Au niveau du laboratoire, les protocoles de purification impliquent généralement
I'utilisation d'un détergent pour libérer I'AH capsulaire, suivi de la précipitation de I'AH a l'aide
d'éthanol froid ( Figure 14et 15).

37




Chapitre I .- Généralites

VITREOUS HUMOUR
Yo [EE
| decantalion centrifuge |

IMPURITIES ~ CLARIFIED1 — Ipids flotation =  CLARIFIED 2

elechr ation |
( diafitration ———— RETENTATE 1
B
[ other molecular mass opions | «—— PERMEATE1 | NaC! (1.5M) )
» efhanol (1.5 volumes)
o | Spontaneous sedimentation

| cecantation centrifuge |
SUPERNATANT 1 SEDIMENT 1
PR I S
redissolution in
Mmu (1:0.75]

alkaline process |
NaOHO7Min_ =——— SUPERNATANT 2 SEDIMENT 2
(Gocaniao water.ehtanol (1.0.75) —

decantation centrifuge | * ,.I;
Cecainaiol ®
() (Giafiaiion)

« AjoAneuss) e

[ diafillafion - RETENTATE 3
SEDIMENT 3 SUPERNATANT 3
1
‘( redissolution in waler.ethanol (1.0.75) PERMEATE 3 sample Il
{ with NaH2PO4 0 SM-etanol (10 75) samplell *

e
( decantation centifuge |

SEDIMENT 4 SUPERNATANT 4

. g )
afiltratic > efhanol (0.5 volumes)
(arson) RETENTATE 2 spontaneous sedimentation

L supernatant siphoned )

PERMEATE 2
sample! (ecantaton cenfoge

] aik'air{egira:’e}és”
NaOHO7 Min }— SUPERNATANT 1 SEDIMENT 1
water-ethanol (1075

[c) (‘decantation centrifuge )

SEDIMENT 2 SUPERNATANT 2
1

redissolution in water-ethanol (1:0.75) J
|_neutralization with NaH2POz 0.5M ! (1:0.75)

T cer Ay
( decantation centrifuge |

SEDIMENT 3 SUPERNATANT 3

Y
@me@ ——» RETENTATE 2
PERMEATE 2 sample | *

Figurel4: Organigramme des différentes opérations développées dans la préparation de I’AH
hautement purifiant a partir de ’humeur vitrée du globe oculaire de poisson. Les
lignesdiscontinues (B) montrent des répétitions possibles dans les étapes afin d’augmenter
(Murado et al.,2012).
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Figurel5: Organigramme des méthodes de purification pour extraire I'acide hyaluronique
(HA) du vitré humour (VH) du globe oculaire de poisson. SED : sédiment, SUP : surnageant,
PER : perméat et RET : rétentat (José Antonio et al.,2013).

La chromatographie par filtration sur gel est également utilisée pour séparer I'AH de
différents poids moléculaires (Cheng et al, 2016; Jeong et al, 2014). D'autres procédures
utilisent le chlorure de cétylpyridinium (CPC) pour former un complexe avec I'AH, qui est
ensuite preci-pité par centrifugation et traité avec de I'ethanol froid (Attia et al.,2018; Liu et
al., 2019).

L'évaluation du poids moléculaire de I'AH produit est généralement réalisée par
chromatographie de filtration sur gel en utilisant des standards d’AH de poids moléculaire
connu. A I'échelle industrielle, la fermentation par lots est suivie d'étapes de purification telles
que la centrifugation, la diafiltration, le traitement au charbon actif et la précipitation a l'aide

d'isopropanol (Cheng et al.,2014).

Une approche alternative suggeére l'utilisation de la fermentation fed-batch combinée a
des methodes de récupeération/purification telles que l'ultrafiltration-diafiltration ou la filtration
a flux tangentiel (FFT). Ces étapes de traitement en aval permettent d'éliminer les impuretés
telles que les sels, les sucres et les peptides, ainsi que les molécules d'AH de faible poids molé-

culaire qui pourraient avoir des propriétés pro-inflammatoires indésirables. L'utilisation de
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membranes de filtration appropriées permet de concentrer le produit et de réduire les volumes
de traitement pour les étapes ultérieures de purification (Certminati et al, 2021; Rangaswamy
et al, 2008). Cette méthode de purification permet d'obtenir de I'AH de haute qualité et de haut
poids moléculaire pour différentes applications dans les secteurs pharmaceutique, médi-cal, des

biomatériaux et de la cosmétique (Rangaswamy et al., 2008).
11.11. Les applications de I’acide hyaluronique :

Effectivement, I'acide hyaluronique a trouvé de nombreuses applications dans différents
do-maines de la médecine. Voici quelques-unes de ses utilisations dans les domaines de la

chirurgie et de I'ophtalmologie:
11.11.1. en chirurgie:

L'acide hyaluronique est utilisé en chirurgie pour ses propriétés viscoélastiques, qui
favorisent les processus de cicatrisation et de régénération apres les interventions chirurgicales.
Il peut étre utilisé pour la ré-épithéelisation de la conjonctive et pour réduire la pression

intraoculaire (Price et al.,2007).

Dans le cas de la chirurgie de la cataracte, les gels d'acide hyaluronique sont utilisés pour
maintenir I'espace opératoire, c'est-a-dire la profondeur de la chambre antéricure de 1'ceil, et
pour protéger I'épithélium de la cornée et les autres tissus des dommages physiques. L'acide
hyaluronique favorise la cicatrisation de la cornée en stimulant la croissance des cellules de

I'épithélium cornéen (Price et al.,2007).
11.11.2. (Eil (Ophtalmologie):

En ophtalmologie, I'acide hyaluronigque est couramment utilisé en complément de la mise
en place d'un dispositif intraoculaire artificiel lors de certaines interventions chirurgicales. Il est
également utilisé pour éviter le dessechement de la cornée pendant certaines interventions et
pour soigner le syndrome de 1'ceil sec. L'acide hyaluronique peut également étre utilisé pour
administrer localement des antibiotiques dans 1'eeil, car le gel retient le médicament et prolonge
sa libération (Rah, 2011).

De plus, I'administration d'acide hyaluronique par voie intravitréenne est utilisée pour
traiter la perforation traumatique de I'ceil ou apres des interventions telles que la trabéculectomie

ou la phacoémulsification (Price et al., 2007).
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En résumé, l'acide hyaluronique a des applications variées en chirurgie et en
ophtalmologie, notamment dans la cicatrisation, la réparation tissulaire, la protection des tissus
oculaires et la régulation de la pression intraoculaire (Price et al., 2007).

11.11.3. Chirurgie esthétique:

L'acide hyaluronique est largement utilisé en chirurgie esthétique, principalement dans le
do-maine du rajeunissement facial et du comblement des rides. Voici quelques informations

concernant son utilisation dans ce contexte (Fruminet, 2010).

11.11.3.1. Implants mammaires:

L'utilisation de I'acide hyaluronique dans les implants mammaires est rare en raison de
son co(t élevé pour produire les grandes quantités d'acide hyaluronique nécessaires a cette
application médicale (Fruminet, 2010).

11.11.3.2. Injection dermique:

L'acide hyaluronique est largement utilisé pour le comblement des rides en chirurgie
esthétique. 1l existe une variété de formulations disponibles sur le marché pour répondre a la

demande croissante (Mathieu ,2011).

Comparé aux injections de toxine botulique et de collagéne, les gels injectables d'acide
hyaluronigue se sont révélés plus efficaces pour traiter les petites égratignures. La combinaison
de I'acide hyaluronique avec la toxine botulique s'est avérée plus efficace que I'utilisation de
I'acide hyaluronique seul, bien que la raison exacte de cette efficacité accrue ne soit pas encore

totalement connue (Mathieu ,2011).

L'acide hyaluronique est injecté sous forme de gel transparent dans la peau pour
reconstruire les volumes du visage, combler les rides profondes et les sillons. Etant donné que
I'acide hyaluronique est resorbable, son effet est temporaire. Les produits biodégradables a base
d'acide hyaluronique sont actifs pendant 8 a 12 mois, et des séances d'entretien deux fois par an
peuvent étre nécessaires pour maintenir l'effet des injections a plus long terme. Les injections a
base de gel sont réalisées dans le derme ou le tissu cutané en quelques minutes. Le processus
est généralement peu douloureux en raison de l'utilisation d'aiguilles extrémement fines. Dans
certaines zones du visage, hotamment autour de la bouche ou les tissus sont plus sensibles,

I'anesthésie générale a I'aide d'une pommade anesthésiante contenant de la lidocaine peut étre
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appliquee. Les résultats sont généralement immédiats, avec quelques rougeurs temporaires qui
s'estompent rapidement. Certains produits d'acide hyaluronique sont mélangés avec de la
lidocaine pour offrir un effet anesthésiant au patient (Mathieu, 2011).

Le co(t de ces traitements est variable, allant de 200 a 500 euros, et est déterminé en
fonction de la zone a traiter, des nombreux services proposes et du type d'acide hyaluronique
utilisé. 1l est important de noter que les injections d'acide hyaluronique a des fins esthétiques
ne sont pas couvertes par la Sécurité Sociale (Mathieu,2011).

Il est recommandé de consulter un professionnel de la santé spécialisé en chirurgie
esthétique pour discuter des options, des risques et des avantages spécifiques a chaque patient
(Mathieu,2011).

11.11.3.3. Autres applications en ingénierie tissulaire:

L'ingénierie tissulaire est un domaine de recherche qui vise a régénérer les tissus et les
organes. Trois éléments principaux sont nécessaires pour développer un tissu artificiel : les
cellules, les matrices de support et les facteurs de croissance. Le développement de polymeres
biodégradables permet la création de matrices temporaires, ce qui contribue grandement au

succes des greffes cellulaires (Liu et al.,2009).

11.11.3.4. Délivrance de cellules : exemple du transfert de kératinocytes pour la
cicatrisation des plaies:

Le Laserskin est une feuille d'acide hyaluronique hautement estérifiée et peu soluble, qui
per-met le transfert des kératinocytes d'une culture cellulaire vers la plaie et favorise leur
prolifération. Ce systéeme, par exemple, peut étre utilisé pour cautériser les ulcéres diabétiques.
Des études ont montreé que l'utilisation de ce feuillet avec les kératinocytes seuls ou en coculture
avec des fibroblastes conduit a de meilleurs taux de cicatrisation (Price et al.,
2007).
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11.11.3.5. Régénération dermique:

Plusieurs techniques sont disponibles pour la reconstruction du derme. Les lambeaux de
derme synthétique, les supports dermiques en collagene et en acide hyaluronique sont souvent
utilisés dans ce contexte (Price et al., 2007).

11.11.3.6. Réparation cardiaque:

Les hydrogels d'acide hyaluronique sont également étudiés pour leur utilisation dans la
répara-tion cardiaque. Apres un infarctus du myocarde, l'augmentation des molécules
proinflammatoires et le pompage de liquide a travers le cceur peuvent entrainer une
augmentation de la taille du ventricule gauche et une altération de la contraction du muscle
cardiaque. L'injection d'un biomatériau acellulaire, tel qu'un hydrogel d'acide hyaluronique,
peut atténuer les différents stress subis par I'endocarde et contribuer a la réparation (Burdick et
Prestwich, 2011).

11.11. 3.7. Ingénierie valvulaire:

Les approches d'ingénierie tissulaire sont particulierement intéressantes dans le domaine
de la chirurgie cardiaque pour fournir des substituts biologiques aux valves cardiaques
endomma-gées. Les hydrogels d'acide hyaluronique photoréticulés ont été étudiés pour cette
utilisation, car I'acide hyaluronique est naturellement présent dans les valves cardiaques. Les
cellules valvulaires interstitielles (CVI) ont montré une bonne adhésion et prolifération sur les
hydrogels a base d'acide hyaluronique, et elles continuent de fonctionner et de produire des
molécules matricielles importantes une fois enfermées (Burdick et Prestwich, 2011).

11.11.3.8. Microsystemes:

Les hydrogels d'acide hyaluronique photopolymeérisés peuvent également étre utilisés
dans le développement de microsystemes, en combinaison avec l'ingénierie tissulaire et la
culture cellulaire. Ces microsystemes sont utiles pour les études biologiques fondamentales, le
diagnostic et le criblage des tissus profonds. Les hydrogels d'acide hyaluronique permettent le
contr6le de la photopolymérisation pour générer des micropuits ou des microgels, ce qui facilite
I'en-capsulation cellulaire ou la culture cellulaire. De plus, ces hydrogels peuvent étre utilises
dans des microbioréacteurs pour soutenir la culture tridimensionnelle en suspension de cellules
avec une perfusion contrélée du milieu de culture (Burdick et Prestwich, 2011 ; Seidlits et
al.,2011).

43



Chapitre I .- Geénéralités

11.11.3.9. En cosmétologie:

L'acide hyaluronique a trouvé des applications dans I'industrie cosmétique en raison de
sa capacité a retenir I'hnumidité naturelle de la peau. Les avancées en génie génétique et en
biotechnologie ont rendu les procedes de fermentation de I'AH commercialement viables, ce

qui a favorisé son utilisation dans les cosmétiques (Stern et Maibach, 2008).

Dans de nombreux produits cosmétiques, la concentration d'AH varie généralement de
0,025 % a 0,050 %. Cette concentration semble suffisante pour conférer aux produits une
texture lisse et visqueuse. Lorsqu'ils sont appliqués localement, ces produits créent une couche

qui fournit une hydratation soutenue a la peau (Stern et Maibach, 2008).

L'AH est souvent utilisé dans les produits de soin de la peau tels que les créemes
hydratantes, les sérums et les masques. Il aide a retenir I'numidité, a améliorer I'élasticité de la
peau et a réduire I'apparence des rides et ridules (Stern et Maibach, 2008).

Il convient de noter que les cosmétiques a base d'AH sont destinés a des fins esthétiques
et ne traitent pas les problemes médicaux sous-jacents de la peau. Pour des problémes de peau
spécifiques ou des affections dermatologiques, il est recommandé de consulter un dermatologue
ou un professionnel de la santé spécialisé (Stern et Maibach, 2008).

11.11.3.10. Dans le traitement du cancer:

Le cancer est caractérisé par une croissance et une prolifération cellulaires incontrdlées,
parfois suivies de métastases. Une masse de cellules en croissance incontr6lée est appelée
tumeur ou neoplasme, qui peut former une masse localisée ou se disperser dans d'autres parties

du corps (métastases) (Rosenberg et al., 2015).

Il est important de noter que I'acide hyaluronique n'est pas utilisé comme traitement principal
du cancer. Son utilisation dans le domaine de la cancérologie est limitée et se concentre plutét
sur des domaines tels que la recherche sur les microenvironnements tumoraux et le

développement de vecteurs de délivrance de médicaments ciblés (Mao et al., 2019).

Le traitement du cancer nécessite une approche médicale spécialisée et est souvent basé
sur des protocoles de chimiothérapie, de radiothérapie, de chirurgie et d'autres thérapies

spécifiques au type et au stade du cancer. Il est essentiel de consulter un oncologue ou un
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spécialiste du cancer pour obtenir des informations précises et adaptées a chaque situation
(Rosenberg et al., 2015).

11.11.3.11. Liposomes a base d’AH pour le traitement du cancer

Les liposomes & base d'acide hyaluronique (AH) ont été développés pour le traitement du
can-cer en tant que systémes d'administration de médicaments. Les liposomes sont des
nanoparticules constituées d'une bicouche phospholipidique amphiphile avec un diameétre de 50
a 100 nm. lls permettent I'encapsulation et la délivrance de médicaments hydrophobes ou
hydro-philes dans des environnements aqueux (Mao et al., 2019).

Ces systemes d'administration de médicaments basés sur des liposomes offrent plusieurs
avantages pour le traitement du cancer. Le composant hydrophobe des liposomes favorise
I'accumulation de médicaments hydrophobes, tandis que la partie hydrophile facilite le transport
de médicaments hydrophiles. De plus, les liposomes ont une durée de circulation sanguine
prolongée, ce qui permet une délivrance plus ciblée et efficace des médicaments (Lee et al.,
2020).

Dans le contexte spécifique du traitement du cancer de la prostate, (Peer et Margalit 2004)
ont développé des liposomes contenant de I'acide hyaluronique pour encapsuler la mitomycine
C, un médicament utilisé dans le traitement de cette forme de cancer. De méme, (Bajaj et
al.,2012) ont utilisé des liposomes a base d'AH pour encapsuler la mitomycine C dans le

traitement du cancer du poumon (Bajaj et al.,2012).

Ces approches permettent une délivrance plus ciblée des médicaments anticancéreux en
.exploitant les propriétés de I'acide hyaluronique pour améliorer I'efficacité et la spécificité du
traitement. 1l convient de noter que ces techniques sont encore a un stade de recherche et de
développement et ne sont pas nécessairement disponibles en tant que traitements cliniques
établis (Bajaj et al.,2012).
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I1.Matériel et Méthodes

L'étude a été menée au laboratoire pédagogique et au centre de recherche et d’analyses
physicochimiques (CRAPC) de I'Université d'Ouargla, dans le but d'extraire et de caractériser
I'acide hyaluronique de I'hnumeur vitrée de dromadaire. Les échantillons d'ceil de chameau ont
été préleves dans un abattoir situé au marché populaire Souk Elhjer, dans la wilaya d'Ouargla.
Apres avoir verifie les conditions d'abattage et la propreté de I'abattoir, les échantillons ont été

transportés en glaciere a une température de 1°C.

I1.1. Obdjectif: L’objectif de ce travail est d’extraire I’acide hyaluronique a partir de I’humeur
vitrée de I’ceil du dromadaire. Une fois cette poudre est récupérée, elle sera utilisée a des fins

cosmétiques et medicales.
11.2. Le matériel et les produits utilisés:

Le matériel et les produits utilisés dans la realisation de ce travail sont présents dans

le tableau suivant

Tableau 2: Matériels et produits utilisées

Verrerie de Appareillages Produits
paillasse
Bécher spatule, Balance L'eau distillée
Agitateur magnétique Hydroxyde de
barreaux PH métre sodium (NaOH)
magnétique, Centrifugeuse Acide
flacon Le lyophilisateur acétique CH,COOH
RMN pepsine
Ethanol C,H:O
Acétone
Potassium
dihydrogene phosphate
(KH2PO4)
Sodium
dihydrogenephosphate
NaH2PO4
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11.3. Préparation d’échantillons:
11.3.1. Nettoyage et lavage d’(Eil:

Les yeux de camélins sont soigneusement triés et lavés a I'eau du robinet afin d'éliminer la
poussiere, les polluants et les impuretés. Pour se débarrasser de la graisse présente autour de
I'ceil, nous avons ajouté de I'acétone lors du lavage. Les échantillons sont ensuite transféreés

immédiatement au laboratoire

Figurel6: Préparation d’échantillons et le nettoyage(Photo personnelle).

11.3.2. Dissection d’(Eil

Lors de I'analyse des échantillons d'ceil, nous avons utilisé un couteau pour disséquer I'eeil. Ensuite,
a l'aide d'une pince et d'un scalpel, nous avons procédé a I'extraction des composants de 1'ceil. Nous
avons identifié les différents composants et nous sommes particuliérement intéressés a I'humeur
vitrée pour son extraction et son analyse ultérieure. Il est important de manipuler les échantillons

avec précaution et de suivre les protocoles appropriés pour assurer la qualité des analyses.
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Figurel7: Les étapes de dissection d’(Eil et extraction de I’humeur vitrée (Photo personnelle).
11.4. Préparation des produits
11..4.1. Préparation de la solution saline tamponnée:

= Dans un Erlenmeyer, le sel est dissoutdans 100 ml d'eau distillée, puis ajoutez du tampon
On doit s’assurer de bien mélanger les composants pour obtenir une solution

homogéne.phosphate pour ajuster le pH a environ 7,2.
11.4.2. Préparation de la solution enzymatique:

= 1 gde pepsine est dissoute dans 50 ml de la solution saline sous agitation pendant 30

minutes. On doit s’assurer que la pepsine est complétement dissoute dans l'eau.

11.4.3. Préparation de la solution d'éthanol a 70% :
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= Dans un bécher de 50 ml, 7 ml d'éthanol est additionné a 3 ml d'eau distillée pour
obtenir une solution d'éthanol a 70%.

11.5. Le protocole d’extraction d’acide Hyalorunique

Impureté Le surnageant.

Uig Uoneyny

17. Acide acétique

ontimicée

_I:>

Centrifu

oo
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Figurel8: Diagramme de I’extraction d’acide Hyaluronique de I’humeurvitrée camelin.

Etapes 1 : Dégraissage de I'hnumeur vitrée

= L'humeur vitrée est décongelé dans un endroit confortable, en respectant les conditions

de température et d'hygiéne.

Etapes 2 :

I'hnumeur vitrée décongelée est incubé dans une solution enzymatique a température
ambiante pendant plusieurs heures avec une agitation douce. Cette étape permet une

digestion enzymatique de I'échantillon d'humeur vitrée.

Etapes 3: Inactivation de I'enzyme

Une solution d'acide acétique optimisée a 1% est ajoutée a la suspension pour inactiver
I'enzyme. La concentration d'acide acétique doit étre déterminée expérimentalement

pour assurer une inactivation efficace de I'enzyme.

Etapes 4 : Clarification de la solution

La solution est centrifugée a basse vitesse pendant 15 minutes afin d'éliminer les
particules insolubles. Le surnageant est récupéré par la suite.

Etapes 5: Précipitation de I'acide hyaluronique

L’éthanol absolu est ajouté a la solution jusqu'a ce que la concentration d'éthanol
atteigne 50% (v/v). Cette étape permet d'éliminer les impuretés présentes dans la

solution. Cette etape est répétée plusieurs fois.
Etapes 6 : Récupération de I'acide hyaluronique

= Lasolution est centrifugée par la suite a 10 000 rotations par minute pendant 30 minutes

a une temperature de 4°C.

= Le précipite, qui contient l'acide hyaluronique est récupeéré et laver avec une solution

d'éthanol a 70% (v/v) pour éliminer les impuretés. Cette étape est répétée plusieurs fois.

Etapes 7 : Séchage par lyophilisation
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= L’acide hyaluronique est dessous dans de I'eau distillée, puis placer dans un récipient
sous vide pour éliminer I'eau. Cette étape a permet d'obtenir une poudre d'acide

hyaluronique purifiée de couleur blanche.
11.6. Calcul du rendementd’extraction :

Pour obtenir le rendement en pourcentage, la masse de I'acide hyaluronique extrait est

divisée par la masse du résidu, puis multipliez le résultat par 100.

Donc le rendement d'extraction de I'acide hyaluronique (HA) a partir de I'humeur vitrée

cameline peut étre calculé a l'aide de I'équation suivante :
Rendement (%) = (mAH / mR) x 100
ou :
o mHA représente la masse de l'acide hyaluronique extrait

o mR représente la masse du résidu (I'humeur vitrée)

Il est important de noter que pour effectuer ce calcul, nous avons mesuré précisément les

masses de I'acide hyaluronique et du résidu apres I'extraction.
I1.7. Caractérisation physicochimique de I’extrait obtenu :
11.7.1. L’analyse spectroscopies IR

La spectroscopie infrarouge est une méthode d’analyse physique rapide, simple a mettre en
ceuvre et qui nécessite peu d’échantillon. Certains groupements, considérés comme marqueurs,
peuvent réveler la présence de certaines catégories de polysaccharides ou d’autres molécules
associees (composeés phénoliques, protéines). Les profils des spectres IR ainsi que les intensités
relatives des bandes d’absorption obtenues lors de 1’analyse des polysaccharides de méme

structure sont similaires.
Principe :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy) se base sur I’interaction qu’il existe entre un rayonnement de type infrarouge
(IR) et la molécule a analyser. La spectroscopie infrarouge permet donc de déterminer

I’empreinte digitale chimique polysaccharides. Un spectre IR se caractérise par le tracé de
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I’absorbance d’un photon en fonction de son nombre d’onde (1/v). Le nombre d'onde qui est
I’unité la plus couramment utilise en spectrométrie IR est directement proportionnel a la
fréquence et donc a I'énergie du rayonnement absorbé par la molécule analysée. Ainsi, le
principe de la spectroscopie IR consiste a sonder la molécule au moyen d’un rayonnement IR
situé dans la gamme 4000 cm™ et 400 cm™ et a analyser I’absorption du rayonnement émis par
la molécule vibrant sous 1’action du IR. Une molécule, selon ses degrés de liberté et de I’onde
IR excitatrice peut absorber une quantité d’énergie pour la transformer en mouvement. Il existe
donc, pour une molécule donnée, plusieurs modes de vibrations correspondant a des fréquences
caractéristiques données. Ces vibrations sont classées selon deux catégories : Les vibrations

dites de déformations (bending) et les vibrations dites d’élongation (Stretching).
Mode opératoire :

Les analyses ont été réalisées avec un spectrometre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
de type VERTEX 70 FT-IR. L’extraits brut obtenu est déposé sur un ATR A225 diamant. Les
spectres IR ont été enregistrés a température ambiante avec une gamme de nombre d'onde

allant de 500-4000 cm™. Les spectres ont été analysés avec le logiciel OPUS 7.2.
11.7.2. LaRésonance Magné tique Nucléaire(RMN):

1.2. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Principe :

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire permet de déterminer les structures
moléculaires en se basant sur la rotation des noyaux atomiques appelée spin nucléaire (1). Tout
comme les électrons qui ont un spin 1= + % ou 1= — %, certains noyaux atomiques possedent
également des spins charges capables de créer un champ magnétique appelé moment
magnétique ce qui permet de les étudier par RMN. Les noyaux avec des nombres pairs de
neutrons et de protons n’ont aucun spin tandis que ceux avec des nombres impairs de neutrons
et de protons ont des spins entiers. Le 1 H (1 proton, 0 neutron) et le 13C (6 protons et 7

neutrons) contiennent des spins demi-entiers et sont donc utilisés en RMN.
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Figurel9: Orientation des spins nucléaires suite a ’application d’un champ magnétique BO .

En absence de champ magnétique externe ou appliqué (B0), les spins nucléaires sont orientés
au hasard. Par contre, en appliquant un champ magnétique, les spins s’orientent par rapport au
champ appliqué et possédent deux états différents : un état de basse énergie paralléle a la force
appliquée (état a) et un état antiparallele d’énergie plus €levée (état ). La différence d’énergie
(AE) entre les deux états a et B du spin varie proportionnellement a I’intensité du champ
magnétique appliqué (Figure 19). La valeur de AE est a peu prés de 0,02 cal/mol et se trouve

dans la région de radiofréquence. L énergie émise dans cette région produit un signal RMN.
Apprareillage :

Les spectres 13C ont été obtenus a I'aide d'un appareil RMN Agilent Technologies Spectrométre
600 MHz. Les échantillons ont été solubilisés dans l'eau du deutérium (D20) a des
concentrations convenables et introduits dans un tube de 5 mm. Tous les déplacements

chimiques ont été donnés en parties par million (ppm).

Tous les spectres obtenus ont été traités par le logiciel Top Spin version 4.3.0 en prenant
le pic du solvant deutéré comme référence pour calibrer les déplacements chimiques des

differents pics du spectre.
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I11. Résultats et discussions :

111.2. Le rendement de I’extraction :
La moyenne de la masse moléculaire de Ihemeur vitrée est . 0,0921 g
La moyenne de la masse moléculaire de I’acide Hyalorunique est :0,0063 g
Alors le rendement (%) = (mHAZmR) x 100

(0,0063 g7.0,0921 g) x 100=6,8%
Le rendement d'extraction de I'acide hyaluronique a partir de sources animales peut varier
selon la source et les conditions d'extraction, y compris le type de solvant organique, enzyme
et sel, pH et le temps d'action de I'enzyme- Dans ce travail, le rendement obtenu pour
l'extraction de ce biopolymére a partir 1’hemeur vitrée camelin (Camelus dromedarius) par le

processus enzymatique était de 0,068mg d’ AH/g humeur vitreuse-

I11. 3. Spectre Infrarouge .

Un spectre IR représente I'absorption de I'énergie infrarouge par les liaisons chimiques
de la molécule. Les bandes d'absorption sont généralement exprimées en nombre d'onde (cm’

1) sur I'axe des x du spectre.

L'interprétation du spectre infrarouge (IR) de I’extrait brut obtenu (figure20) nous a
permet d'identifier les groupes fonctionnels présents dans la molécule en fonction des

fréquences d'absorption des liaisons chimiques.

» Bande d'Absorption O-H : L'acide hyaluronique contient des groupes
hydroxyle (-OH) dans sa structure. Recherchez une large bande d'absorption entre 3200

et 3600 cm”-1, qui est caractéristique des vibrations des groupes -OH.

» Bande d'Absorption C-H : Les groupes méthyle (-CH3) et méthyléne (-
CH2-) de I'acide hyaluronique contribuent a des bandes d'absorption dans la région des
2800-3000 cm™. Les vibrations C-H sont généralement présentes dans cette région.

» Bande d'Absorption C=0 : L'acide hyaluronique contient des groupes
carbonyles (C=0) associés aux groupes acétamido et aux groupes carboxylates.
Recherchez des bandes d'absorption autour de 1700-1750 cm™, caractéristiques des

vibrations C=0.
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»  Bande d'Absorption C-O : Les groupes oxygeénés, tels que les liaisons C-
O-C dans la structure glycosidique de I'acide hyaluronique, donnent généralement lieu
a des bandes d'absorption dans la plage de 1000-1300 cm™. Les vibrations C-O-C sont

typiquement observées dans cette région.

» Bande d'Absorption C-C : Les liaisons carbone-carbone (C-C) dans la
chaine polysaccharidique de l'acide hyaluronique peuvent donner lieu a des bandes
d'absorption dans la région de 1000-1200 cm1.

> Bande d'Absorption C-O-H : Les vibrations associées aux groupes
hydroxyle (-OH) en liaison avec des atomes de carbone (C-O-H) sont généralement

observées dans la région des 1300-1400 cm™™,

Transmiltance []
T0 76 B0 85 50 a5

(1]

BB 49

BOD 3000 2500 2000 1500 1000 500
Figure 20: Spectre IR (ATR) de I’exriat brut de I’acide hyaluronique.

En résumé, l'interprétation d'un spectre IR de I'acide hyaluronique nous apermet I'identification
des bandes d'absorption caractéristiques des différents groupes fonctionnels présents dans la
molécule. Cela nous a permet d’avoir une idée sur la composition chimique de notre extrait brut
qui correspond a une structure ressemblate de I'acide hyaluronique et d'obtenir des informations

sur sa structure.
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I11.4. Spectroscopie RMN

La RMN du proton (1H) ou du carbone (13C) sont les techniques RMN les plus fréquentes pour
I’analyse des polysaccharides.

L'acide hyaluronique est une molécule polysaccharidique composée de répétitions d'unités
disaccharidiques, généralement constituées d'une unité de glucoseamine et d'une unité d'acide
glucuronique. Voici quelques exemples de types de carbones que vous pourriez rencontrer dans
le spectre RMN 13C de I'acide hyaluronique :

(La Figure21) représente les spectres RMN-13C de I’acide hyaluronique,L’axe des ordonné o
représente I’intensité du signal RMN en unités arbitraire, I’axe des abscisses représente une
grandeur lié a la fréquence de résonance des protons : le déplacement chimique, en partie par

million (ppm).

Ces déplacements chimiques sont des valeurs générales et peuvent varier légerement en
fonction des conditions de l'expérience. Pour une interprétation précise, il est essentiel de
disposer de données de référence spécifiques pour I'acide hyaluronique et de tenir compte des

conditions de I'expérience.
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Figure21: Spectres RMN-13C de I’acide hyaluronique
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1. Carbones de la Glucosamine : Les carbones présents dans la glucosamine de I'acide
hyaluronique pourraient produire des pics distincts. Les carbones en position de méthyle
(CH3) de la glucosamine donneraient un pic simple, généralement a des déplacements
chimiques de l'ordre de 20-40 ppm. Les carbones en position de méthyléne (CH2)
donneraient des pics de type quartet ou multiplets.

2. Carbones de I'Acide Glucuronique : Les carbones de I'acide glucuronique, y compris
les carbones en position de carboxylate, auraient des déplacements chimiques
caractéristiques dans la plage des 160-180 ppm.

3. Carbones des Groupes Acétamido : Si l'acide hyaluronique contient des groupes
acétamido (CH3CONH-), les carbones correspondants auraient des déplacements
chimiques distincts, généralement autour de 170-180 ppm.

4. Carbones de Liaison Glycosidique : Les carbones impliqués dans la liaison
glycosidique entre les unités de glucoseamine et d'acide glucuronique produiraient des
pics spécifiques.

5. Carbones Anomériques : Les carbones anomériques, c'est-a-dire les carbones liés a
I'oxygéne de la liaison glycosidique, auraient des déplacements chimiques
caractéristiques, généralement autour de 95-105 ppm.

6. Carbones de la Chaine Polysaccharidique : Les carbones de la chaine
polysaccharidique de l'acide hyaluronique généreraient également des pics dans la

région correspondante a leur environnement chimique spécifique.

| apGxer

) I | 1
3.56 354 3.52 3.50 3.48 3,46 3.44 3.42 3.40 3,08 ppm

Figure22: Spectres RMN-1 H de I’acide hyaluronique.
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Figure23: Spectres RMN-1 H de I’acide hyaluronique.
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Conclusion :

Ce travail nous a permet d’identifier la présence d'acide hyaluronique dans I'extrait de l'ceil de
dromadaire, une substance trés recherchée dans les domaines médicales et cosmétiques en
raison de ses propriétés hydratantes et de son réle dans la santé des tissus conjonctifs. Cela
pourrait ouvrir de nouvelles perspectives passionnantes pour l'utilisation de ressources
inhabituelles, telles que les déchets de I'abattage des dromadaires, dans la production d'acide
hyaluronique.

Les analyses spectroscopiques que nous avons effectuées semblent avoir fourni des
indications prometteuses sur la présence de I'acide hyaluronique. Cependant, nous tenons a
souligné, q’ il est essentiel de confirmer ces résultats par des moyens supplémentaires,
notamment par des études rhéologiques (qui mesurent le comportement du fluide) et
chromatographiques (qui séparent et quantifient les composants d'un mélange).

Voici quelques points a considérer dans nos travaux futurs :

1. Les études rhéologiques aideront a comprendre les caractéristiques du comportement
de l'acide hyaluronique extrait de I'ceil du dromadaire. Cela peut inclure la viscosité,
I'élasticité, la fluidite, etc. Ces informations sont essentielles pour évaluer lI'adéquation
de cet acide hyaluronique a des applications spécifiques.

2. Analyse Chromatographique : Les analyses chromatographiques, telles que la
chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC), peuvent étre utilisées
pour séparer et quantifier les difféerents composants de I'échantillon. Cela permettra de
confirmer la pureté de I'acide hyaluronique extrait.

3. Détermination du Poids Moléculaire : La détermination du poids moléculaire de
I'acide hyaluronique est importante car elle peut avoir un impact significatif sur ses
propriétés et son utilisation. Vous pouvez utiliser des techniques telles que la
spectrométrie de masse ou la chromatographie d'exclusion stérique (SEC) pour cela.

4. Etudes Plus Approfondies : d’autres recherches pour mieux comprendre les conditions
d'extraction optimales, la stabilité de l'acide hyaluronique extrait, et explorez les
différentes applications potentielles, notamment médicales et cosmétiques.

5. Etudes de Durabilité : Dans le contexte de I'utilisation de sous produits de I'abattage
des dromadaires, il peut étre intéressant de mener des études de durabilité pour évaluer

I'impact environnemental de cette nouvelle source d'acide hyaluronique.
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En fin de compte, ce travail est prometteur et pourraie avoir des implications significatives
dans le domaine médical et cosmétique, tout en contribuant a une utilisation plus durable des

ressources animales. Continuez a explorer ces possibilités passionnantes.
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Annexe N°1 : liste des produits

Figure 24 : D20(Solvant)avant Figure 25 : La pepsine

Figure 26 : Potassium dihydrogene phosphate Figure 27: Le chlorure de sodium

Figure 28 : Sodium dihydrogenephosphate NaH2PO4

Annexe N° 2 liste des appareilles:
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Figure 29 : Balance Figure 30 : Agitateur magnétique chauffant

Figure 29 : Centrifugeuse de laboratoire Figure 30 : Embouts (100) Melangeurs Bleu

électrique 800

Figure 31 : Centrifugeuse Rotofix32a Hettich  Figure 32: Lyophilisateur
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Résumé

L'acide hyaluronique est un glycosaminoglycane naturel qui est non immunogéne et non adhésif et
joue un rdle clé dans de nombreux processus de cicatrisation de la peau car il provoque naturellement
I'angiogenese lorsqu'il se décompose en petits fragments. L'acide hyaluronique favorise
I'inflammation précoce, nécessaire au demarrage de la plaie. Cicatrisation, mais contréle ensuite les
derniéres étapes du processus, permettant la stabilisation de la matrice et la réduction a long terme de
Iinflammation. L'acide hyaluronique est largement distribué dans les cellules et les tissus des
mammiferes, mais on le trouve principalement dans le liquide synovial, I'humeur oculaire et les tissus
conjonctifs laches comme le derme, le cordon ombilical et les vaisseaux sanguins artériels. De plus,
on peut le trouver dans la capsule de certaines bactéries. L’objectif de cette travaille était d’extraire
et de caractériser I’acide Hyalorunique de corps vitrée de dromadaire on utilisés la voie enzymatique
pour la I’extraction est pour obtenu un produit purifie a la fin la caractérisation par la résonnance
RMN et le spectroscopies IR ont confirmés que I’acide Hyalorunique est obtenu ; est le rendement
d’extraction €tait comparées par les autres sources animales il s’est avéré étre bon. Ainsi le HA extrait
de cette source constitue un produit a potentiel biotechnologique, qui a une qualité adéquat pour de
larges applications biomédicales.

Mots Clefs : Acide Hyalorunique, Hemeur vitrée, extraction, caractérisation

Abstract

Hyaluronique acide Is a naturally occurring glycosaminoglycan that is non-immunogenic and non-
adhesive and plays a key role in many skin healing processes as it naturally causes angiogenesis when
it breaks down into small fragments. Hyaluronic acid promotes early inflammation, necessary for the
start of the wound. Wound healing, but then controls the later stages of the process, allowing matrix
stabilization and long-term reduction of inflammation. Hyaluronic acid is widely distributed in cells
and tissues of mammals, but it is mainly found in synovial fluid, ocular humor and loose connective
tissues like dermis, umbilical cord and arterial blood vessels. Additionally, it can be found in the
capsule of some bacteria. The objective of this work was to extract and characterize Hyalorunic acid
from the vitreous body of dromedaries, using the enzymatic route for the extraction and obtaining a
purified product. At the end, the characterization by NMR resonance and infrared spectroscopy are
confirmed that hyaloronic acid is obtained; is the extraction yield was compared by other animal
sources it turned out to be good. Thus the HA extracted from this source constitutes a product with
biotechnological potential, which has an adequate quality for wide biomedical applications.

Keywords: Hyalorunic Acid, Vitreous Hemeur, extraction, characterizatio
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