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Procédé de préparation d'un hydrogel stérile comprenant un polysaccharide réticulé, non réticulé ou leur
mélange.

@ La divulgation concerne un procédé de préparation
d’un hydrogel stérile comprenant un polysaccharide réticu-
Ié, un polysaccharide non réticulé, ou leur mélange, le pro-
cédé comprenant les étapes suivantes :

(1) préparation d’un hydrogel comprenant un polysac-
charide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur mé-
lange et comprenanten outre au moins 1 mM dions
citrates; et

(2) stérilisation, de préférence a la chaleur, de I'hydro-
gel comprenant au moins 1 mM d’ions citrates pour obtenir
un hydrogel stérile comprenant un polysaccharide réticulé,
un polysaccharide non réticulé ou leur mélange.




Description

Titre de l'invention : Procédé de préparation d’un hydrogel stérile

comprenant un polysaccharide réticulé, non réticulé ou leur
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mélange
DOMAINE DE L’INVENTION

La présente invention concerne un procédé de préparation d’un hydrogel stérile
comprenant un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur
mélange, en particulier comprenant un acide hyaluronique réticulé, un acide hya-
luronique non réticulé ou leur mélange.

ARRIERE PLAN TECHNOLOGIQUE

Les polysaccharides, tels que les glycosaminoglycanes, sont largement utilisés dans
les domaines médical et esthétique, notamment pour le comblement des tissus mous.
En particulier, la majorité des produits commercialisés pour des applications es-
thétiques sont a base d’acide hyaluronique. Pour améliorer la qualité de la peau, les
hydrogels préparés a partir d’acide hyaluronique non modifié¢ sont intéressants car ils
présentent 1’avantage d’étre parfaitement biocompatibles.

Il est également possible d’utiliser des hydrogels a base d’acide hyaluronique
modifi€, I’acide hyaluronique étant habituellement modifié par réticulation. Cette réti-
culation présente 1’avantage d’augmenter la durabilité€ in vivo et la résistance a la dé-
gradation in vivo des hydrogels. Des hydrogels a base d’acide hyaluronique réticulé
peuvent étre obtenus par différents procédés de préparation.

Par ailleurs, les hydrogels a base d’acide hyaluronique réticulé et/ou non réticulé
destinés au comblement des tissus mous doivent €tre stériles. Ainsi, les procédés de
préparation des hydrogels a base d’acide hyaluronique réticulé et/ou non réticulé
destinés a étre injectés comprennent généralement une étape de stérilisation de
I’hydrogel préalablement formé. La stérilisation est typiquement réalisée par la
chaleur, par exemple en autoclave. Il a été observé que ces conditions de stérilisation
ont tendance a dégrader 1’acide hyaluronique réticulé et/ou non réticulé, entrainant des
dégradations des propriétés rhéologiques des hydrogels.

Ainsi, un besoin demeure pour la mise a disposition d’un procédé de préparation
d’hydrogels stériles comprenant un polysaccharide réticulé (ex. : acide hyaluronique
réticulé) et/ou non réticulé (ex. : acide hyaluronique non réticulé) qui soit le plus res-
pectueux possible des propriétés des hydrogels, c’est-a-dire qui entraine le moins de
dégradations possibles des propriétés rhéologiques des hydrogels lors de la stéri-
lisation, par exemple a la chaleur, ainsi que dans le temps.

BREVE DESCRIPTION DE L'INVENTION
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La présente invention porte sur un procédé de préparation d’un hydrogel stérile
comprenant un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé, ou leur

mélange, le procédé comprenant les étapes suivantes :
(1) préparation d’un hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé, un poly-

saccharide non réticulé ou leur mélange et comprenant en outre au moins 1 mM d’ions
citrates ; et

(2) stérilisation, de préférence a la chaleur, de 1’hydrogel pour obtenir un hydrogel
stérile comprenant un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur
mélange.

L’invention porte €galement sur un hydrogel obtenu par le procédé de I’invention.

Enfin, I’invention porte sur I’utilisation des ions citrates pour protéger un hydrogel
comprenant un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur
mélange, en particulier un acide hyaluronique réticulé, non réticulé ou leur mélange, et
éventuellement un agent anesthésiant, de la dégradation de ses propriétés rhéologiques
lors de sa stérilisation, de préférence par la chaleur et sur I’ utilisation des ions citrates
pour préserver la stabilité dans le temps des hydrogels comprenant un polysaccharide
réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur mélange, en particulier un acide hya-
luronique réticulé, non réticulé ou leur mélange, et éventuellement un agent anes-
thésiant.

D’autres aspects de 1’invention sont tels que décrits ci-dessous et dans les reven-

dications.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION
Définitions

Le terme « gel » désigne un réseau de polymeres qui est dilaté dans tout son volume
par un fluide. Cela signifie qu'un gel est formé de deux milieux, I’un « solide » et
I’autre « liquide », dispersés 1'un dans l'autre. Le milieu dit « solide » est constitué des
longues molécules polymeres connectées entre elles par des liaisons faibles (par
exemple des liaisons hydrogene) ou par des liaisons covalentes (réticulation). Le
milieu liquide est constitué d’un solvant. Un gel correspond généralement a un produit
viscoélastique qui possede un angle de phase 0 inférieur 90°, de préférence inférieur ou
égal a 70°, de préférence inférieur ou égal a 45°, a 1Hz pour une déformation de 0,1%
ou une pression de 1 Pa, de préférence un angle de phase 0 allant de 2° a 45° ou allant
de 20° a 45°.

Le terme « hydrogel » désigne un gel tel que défini ci-dessus dans lequel le solvant
constituant le milieu liquide est majoritairement de I'eau (par exemple au moins 90%,
en particulier au moins 95%, notamment au moins 97%, notamment au moins 98% en

poids du milieu liquide) et présentant un pH allant de 6,8 a 7,8.
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Le terme « hydrogel injectable » désigne un hydrogel qui peut s’écouler et étre
injecté manuellement au moyen d’une seringue munie d'une aiguille de diametre allant
de 0,1 2 0,5 mm, par exemple d’une aiguille hypodermique de 32 G, 30 G, 27 G, 26 G,
25 G. Préférentiellement, un « hydrogel injectable » est un hydrogel présentant une
force d’extrusion moyenne inférieure ou égale a 25N, de préférence allant de 5 a 25 N,
encore de préférence allant de 8 a 15 N, lors d’une mesure avec un dynamometre, a
une vitesse fixe d’environ 12,5 mm/min, dans des seringues de diametre externe
supérieur ou €gal a 6,3 mm, avec une aiguille de diametre externe inférieur ou égal a
0,4 mm (27 G) et de longueur ¥2 °, a température ambiante.

Une « application superficielle » désigne I’administration, par exemple par méso-
thérapie, d’une composition superficiellement dans la peau, ou sur la peau, pour le
traitement des couches superficielles de la peau, de I’épiderme et des parties les plus
superficielles du derme, pour réduire les rides superficielles et/ou améliorer la qualité
de la peau (telle que son €éclat, sa densité ou sa structure) et/ou rajeunir la peau.

Une « application médiane » désigne I’administration d’une composition dans la
partie médiane de la peau pour traiter les couches médianes de la peau, ainsi que pour
réduire les rides médianes.

Une « application profonde » désigne 1’administration d’un hydrogel dans les
couches les plus profondes de la peau, ’hypoderme et la partie la plus profonde du
derme, et/ou sous la peau (au-dessus du périoste) pour « apporter du volume », tels que
pour le comblement des rides les plus profondes et/ou des régions partiellement
atrophiées du contour du visage et/ou du corps. Les hydrogels dit « volumateur »
peuvent typiquement €tre administrés pour une application profonde.

Un « polysaccharide réticulé » désigne un polysaccharide modifié au cours d’une
réaction de réticulation.

A contrario, un « polysaccharide non réticulé » désigne un polysaccharide non
modifi€ avec un agent réticulant et qui donc n’a pas subi de réaction de réticulation.

Le terme « agent réticulant » désigne tout composé capable d’introduire une réti-
culation entre différentes chaines de polysaccharide.

Le « taux de réticulation molaire » (TR), exprimé en %, désigne le rapport molaire
de la quantité d’agent réticulant par rapport a la quantité d’unité de répétition du poly-
saccharide introduite dans le milieu réactionnel de réticulation exprimé pour 100 moles
d’unités de répétition du polysaccharide dans le milieu de réticulation. Par exemple, un
taux de réticulation molaire de 1% signifie qu’il y a une molécule d’agent réticulant in-
troduite dans le milieu réactionnel pour 100 unités de répétition de polysaccharide.

L’expression « unité de répétition » d’un polysaccharide désigne un motif structurel
constitué d’un ou plusieurs (généralement 1 ou 2) monosaccharides dont la répétition

produit la chaine de polysaccharide compléte.
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Le « degré de modification » (MOD) d’un polysaccharide, tel que 1’acide hya-
luronique, correspond a la quantité molaire d’agent réticulant liée au polysaccharide,
par une ou plusieurs de ses extrémités, exprimée pour 100 moles d’unités de répétition
du polysaccharide. Il peut €tre déterminé par des méthodes connues de ’homme du
métier telle que la spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Par
exemple, un degré de modification de 1% signifie qu’il y a une molécule d’agent ré-
ticulant pour 100 unités de répétition de polysaccharide.

Le terme « polysaccharide » désigne un polymere composé de monosaccharides
(préférentiellement des énantiomeres D) joints entre eux par des liaisons glycosidiques.
Par « température ambiante », il est entendu une température allant de 20 a 25°C,

plus particulierement 21°C.

Le domaine de viscoélasticité linéaire (Linear ViscoElastic Region ou LVER)
correspond a la gamme de déformations de 1’hydrogel allant d’une valeur initiale de
module élastique G' jusqu’a la valeur du module élastique G’ diminué de 10% de sa
valeur initiale. La mesure du LVER consiste en une mesure de balayage a contrainte
oscillatoire en mode compression a une fréquence d’oscillation donnée pour dé-
terminer la région viscoélastique linéaire.

Procédé

De manicre inattendue, les inventeurs ont découvert que 1’addition d’ions citrates lors
de la préparation des hydrogels comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non
réticulé, en particulier un acide hyaluronique réticul€ et/ou non réticulé, permet de
protéger efficacement I"hydrogel d’une dégradation de ses propriétés rhéologiques lors
de la stérilisation, en particulier lors de la stérilisation par la chaleur. Les hydrogels
obtenus par le procédé de la présente invention présentent ainsi des modifications
moindres de leurs propriétés rhéologiques par rapport a des hydrogels préparés par un
procédé équivalent sans addition d’ions citrates. Les hydrogels obtenus par le procédé
de la présente invention présentent également une meilleure conservation de leurs
propriétés rhéologiques dans le temps.

La présente invention porte ainsi sur un procédé de préparation d’un hydrogel stérile
comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé, le procédé comprenant les
étapes suivantes :

(1) préparation d’un hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non
réticulé et comprenant en outre au moins 1 mM d’ions citrate ; et

(2) stérilisation, de préférence a la chaleur, de 1’hydrogel pour obtenir un hydrogel
stérile comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé.

L’hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé et comprenant
en outre au moins 1 mM d’ions citrate selon 1’étape (1) peut Etre préparé selon deux

méthodes alternatives :
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- méthode 1 : en ajoutant les ions citrates sous forme de poudre ou sous forme d’une
solution lors de la préparation d’un hydrogel a partir d’un polysaccharide préa-
lablement réticulé et/ou non réticulé ; ou

- méthode 2 : lorsque I’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé, en conduisant
la réticulation du polysaccharide dans un milieu réactionnel comprenant des ions
citrates puis en préparant I’hydrogel a partir du polysaccharide réticulé obtenu.
Méthode 1

Lorsque le procédé de la présente invention met en ceuvre la méthode 1, 1’étape (1)
de préparation de ’hydrogel comprend une étape d’addition, au polysaccharide réticulé
ou au polysaccharide non réticulé ou a leur mélange, d’une solution comprenant des
ions citrates en une quantité suffisante pour atteindre une concentration en ions citrates
d’au moins 1 mM dans I’hydrogel.

Dans une variante, lorsque le procédé de la présente invention met en ceuvre la
méthode 1, I’étape (1) de préparation d’un hydrogel comprend une étape d’addition, au
polysaccharide réticulé ou au polysaccharide non réticulé ou a leur mélange, d’ions
citrates sous forme de poudre en une quantité suffisante pour atteindre une
concentration en ions citrates d’au moins 1 mM dans 1’hydrogel.

Dans certains modes de réalisation, la préparation de 1’hydrogel comprend 1’addition
d’ions citrates sous forme de poudre et sous forme d’une solution, de préférence la
poudre et la solution étant ajoutées a des étapes différentes de la préparation de
I’hydrogel.

Le polysaccharide réticulé et/ou non réticulé

Le polysaccharide peut €tre tout polymere composé de monosaccharides joints entre
eux par des liaisons glycosidiques ou leurs mélanges. De préférence, le polysaccharide
est choisi parmi la pectine et les substances pectiques; le chitosan; la chitine; la
cellulose et ses dérivés; 1’agarose; les glycosaminoglycanes tels que I’acide hya-
luronique, I’héparosane, le dermatane sulfate, le kératane sulfate, la chondroitine et la
chondroitine sulfate; et leurs mélanges. De maniére encore plus préférée, le poly-
saccharide est choisi parmi 1’acide hyaluronique, I’héparosane, la chondroitine et leurs
mélanges, encore plus préférentiellement le polysaccharide est I’acide hyaluronique ou
un de ses sels, en particulier un sel physiologiquement acceptable tel que le sel de
sodium, le sel de potassium, le sel de zinc, le sel de calcium, le sel de magnésium, le
sel d’argent, le sel de calcium et les mélanges de ceux-ci. Plus particulierement, 1’acide
hyaluronique est sous sa forme acide ou sous forme de sel de sodium (NaHA).

L hydrogel peut ainsi €tre un hydrogel a base d’acide hyaluronique et/ou d’un de ses
sels.

De préférence, si le polysaccharide est 1’acide hyaluronique ou un de ses sels, il a une
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masse moléculaire moyenne en poids (Mw) allant de 0,05 a 10 MDa, préféren-
tiellement allant de 0,5 a 5 MDa, par exemple allantde 2 a4 MDa ou allantde 1 a 5
MDa.

Le polysaccharide peut étre fourni sous forme hydratée (totalement ou partiellement
hydratée), ou sous forme seche, telle que sous forme de poudre ou de fibres. Lorsque le
polysaccharide est fourni sous forme hydratée, il se présente typiquement sous forme
de gel.

Un polysaccharide réticulé peut étre préparé par toute méthode connue de ’homme
du métier. Par exemple, le polysaccharide réticulé peut étre préparé tel que décrit dans
WO2010131175A1 et WO201277054A1.

Le procédé de la présente invention peut ainsi comprendre, avant 1’étape de pré-
paration de 1’hydrogel, une étape de préparation d’un polysaccharide réticulé.

Le polysaccharide réticulé est de préférence un polysaccharide réticulé dont le taux
de réticulation molaire est inférieur ou égal a 10%. Préférentiellement, le poly-
saccharide réticulé est un polysaccharide réticulé dont le taux de réticulation molaire
est supérieur a 0 et inférieur ou égal a 6%. Encore plus préférenticllement, le poly-
saccharide réticulé est un polysaccharide réticulé dont le taux de réticulation molaire
est supérieur a 0 et inférieur ou égal a 4%. De maniere encore plus préférée, le poly-
saccharide réticulé est un polysaccharide réticulé dont le taux de réticulation molaire
est supérieur a 0 et inférieur ou égal a 2%, de préférence inférieur ou égal a 1%, encore
préférentiellement inférieur ou égal a 0,8%, notamment allant de 0,1% a 0,5% (nombre
de moles d’agent(s) réticulant pour 100 moles d’unité de répétition du ou des polysac-
charides).

Le polysaccharide peut €tre réticulé par réaction d’un polysaccharide ayant été au
préalable modifié. Le polysaccharide peut avoir été modifié par greffage au moyen
d’une molécule permettant la réticulation ultérieure du polysaccharide ainsi modifi€.
Par exemple, le polysaccharide peut avoir été modifié par greffage d’une molécule
silylée, d’un acide aminé, d’un dérivé d’acide aminé ou d’une protéine.

Le polysaccharide est de préférence réticulé au moyen d’un agent réticulant choisi
parmi les agents réticulant bi- ou multi-fonctionnels époxydiques ou non époxydiques,
c’est-a-dire préparé par réaction du polysaccharide avec un agent réticulant. Parmi les
agents époxydiques peuvent Etre cités le 1,4-butanediol diglycidyl éther (BDDE), le
1,2,7,8-diépoxy-octane, le 1,2-bis(2,3-époxypropyl)-2,3-éthane (EGDGE), le
poly(éthyleneglycol)-diglycidyl éther (PEGDE), et leurs mélanges. Parmi les agents
non époxydiques peuvent étre cités les polyamines endogenes telles que la spermine, la
spermidine et la putrescine, les aldéhydes tel que le glutaraldéhyde, les carbodiimides
et la divinylsulfone, les dérivés d’hydrazide tel que I’ adipic acid dihydrazide, les bisal-

koxyamine, les dithiol tel que le polyéthylene glycol dithiol et leurs mélanges. Parmi
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les agents non époxydiques peuvent Etre cités les acides aminés tels que la cystéine, la
lysine ; des peptides ou protéines contenant des acides aminés tels que la cystéine, la
lysine ; le poly(diméthylsiloxane); des trimétaphosphates, comme par exemple le tri-
métaphosphate de sodium, le trimétaphosphate de calcium, ou encore le triméta-
phosphate de barium.

Dans certains modes de réalisation, 1’agent réticulant est un agent époxydique, de
préférence le 1,4-butanediol diglycidyl éther (BDDE) ou le polyéthyleneglycol-di-
glycidyl éther. Préférentiellement 1’agent réticulant est le 1,4-butanediol diglycidyl
éther (BDDE).

Dans certains modes de réalisation, 1’agent réticulant est un agent non époxydique,
de préférence choisi parmi les polyamines endogenes, les aldéhydes, les carbodiimides,
la divinylsulfone, les acides aminés, les peptides et leurs mélanges.

Le polysaccharide réticulé est de préférence un polysaccharide réticulé présentant un
degré de modification (MOD) inférieur ou égal a 10%, de préférence inférieur ou égal
a 6%, de préférence inférieur ou €gal a 4%, de maniere préférée inférieur ou égal a 2%,
de maniere plus préférée inférieur ou égal a 1%. Avantageusement, le polysaccharide
réticulé est un polysaccharide réticulé présentant un degré de modification (MOD)
inférieur ou €gal a 1,8%, de maniére plus préférée inférieur ou égal a 1,5%, préféren-
tiellement inférieur ou égal a 1,2%, encore plus préférentiellement inférieur a 1%.

Le polysaccharide réticulé peut en particulier €tre préparé par un procédé comprenant
les étapes suivantes :

(al) préparer un milieu réactionnel de réticulation comprenant un ou plusieurs poly-
saccharide(s), un ou plusieurs agent(s) réticulant et un solvant ; et

(a2) faire réagir le milieu réactionnel pour obtenir un polysaccharide réticulé.

Le polysaccharide est tel que décrit ci-dessus.

Dans I’étape (al), le polysaccharide peut €tre fourni sous forme seéche telle que sous
forme de poudre ou de fibres. Lorsque le polysaccharide est fourni sous forme
hydratée, il se trouve sous forme d’un gel non réticulé ou d’une solution. En par-
ticulier, lorsque le polysaccharide est sous forme hydratée, il s’agit d’un gel non
réticulé aqueux ou d’une solution aqueuse. Plus particulierement, le polysaccharide est
mélangé a de I’eau, éventuellement additionnée d’un milieu alcalin adapté pour la réti-
culation ou d’un tampon phosphate ou d’un tampon phosphate supplémenté,
c’est-a-dire comprenant possiblement des composants additionnels tels que définis ci-
dessus.

L’agent réticulant est tel que décrit ci-dessus.

Le solvant est typiquement de 1’eau ou un mélange comprenant de I’eau et un solvant
organique (typiquement un mélange comprenant au moins 90% en poids d’eau, ou au

moins 95% ou au moins 99% en poids d’eau par rapport au poids total du solvant). Par
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exemple, un solvant organique tel qu un alcool, en particulier I’éthanol, ou le DMSO,
peut Etre utilisé pour solubiliser 1’agent réticulant, par exemple lorsqu’il s’agit du
poly(diméthylsiloxane) terminé a chaque extrémité par un diglycidyl éther (numéro
CAS : 130167-23-6), avant son addition au milieu réactionnel aqueux.

Le milieu réactionnel peut en outre comprendre des sels, des ajusteurs de pH, par
exemple une base de Bronsted, plus préférentiellement un sel d’hydroxyde, tel que
I’hydroxyde de sodium ou de potassium, des composants additionnels tels que décrits
ci-dessus et leurs mélanges. L’addition d’une base de Bronsted peut €tre tout particu-
lierement nécessaire lorsque les groupements fonctionnels de 1’agent réticulant
présentent un groupement époxyde ou un groupement vinyle. Dans ces cas, la réti-
culation a lieu a un pH supérieur ou €gal a 10, plus avantageusement supérieur ou égal
a 12, ce qui requiert I’addition d’une base de Bronsted au milieu réactionnel, ty-
piquement a une concentration comprise entre 0,10M et 0,30M.

La quantité totale d’agent réticulant dans le milieu réactionnel varie typiquement de
0,001 a 0,10 moles pour 1 mole d’unité de répétition du polysaccharide, de préférence
de 0,001 a 0,08 ou de 0,001 a 0,06 pour 1 mole d’unité de répétition du polysaccharide,
préférentiellement de 0,001 a 0,04 pour 1 mole d’unité de répétition du polysaccharide,
de maniere préférée de 0,001 a 0,03 pour 1 mole d’unité de répétition du poly-
saccharide, de maniere préférée 0,001 a 0,02 moles pour 1 mole d’unité de répétition
du polysaccharide, de maniere plus préférée de 0,001 a 0,01 moles pour 1 mole d’unité
de répétition du polysaccharide, de maniére encore plus préférée de 0,001 a 0,005 pour
1 mole d’unité de répétition du polysaccharide. Lorsque le polysaccharide est un gly-
cosaminoglycane tel qu’un acide hyaluronique, I’unité de répétition est une unité disac-
charidique.

La concentration massique en polysaccharide ou en sel de polysaccharide dans le
milieu réactionnel varie avantageusement de 50 a 300 mg/g de solvant, de préférence
de 80 a 200 mg/g.

L’étape (al) comprend typiquement une étape d’homogénéisation du milieu ré-
actionnel. L’ homogénéisation est généralement réalisée par agitation tridimen-
sionnelle, agitation avec un mélangeur, agitation avec pales ou agitation a la spatule.

L’étape (al) est typiquement réalis€e a une température allant de 4 a 35°C, de
préférence 15°C a 25°C. De préférence, la durée de 1’étape (1) n’excede pas 5 heures.
Elle varie généralement de 15 minutes a 4 heures, de préférence de 30 min a 2 heures.

L’étape (a2) consiste a faire réagir le milieu réactionnel pour obtenir un poly-
saccharide réticulé. Avantageusement, I’étape (a2) est réalisée directement apres
I’étape (al).

Cette étape permet de réticuler les chaines polysaccharidiques entre elles. Les

groupes fonctionnels de I’agent réticulant réagissent avec des groupements fonc-
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tionnels présents sur les polysaccharides de sorte a lier les chaines polysaccharidiques
entre elles et a les réticuler en formant des liaisons intermoléculaires. L’agent réticulant
peut également réagir avec des groupements fonctionnels présents sur une méme
molécule de polysaccharide de sorte a former des liaisons intramoléculaires.
Notamment, les groupements fonctionnels de 1’agent réticulant réagissent avec les
groupes -OH ou -COOH, ou encore -CHO, présents sur les polysaccharides tels que
I’acide hyaluronique. Des polysaccharides réticulés comprenant au moins un lien de ré-
ticulation entre deux chaines polysaccharidiques, ledit lien de réticulation étant le
résidu de 1’agent réticulant, sont ainsi obtenus.

La réticulation peut €tre réalisée en présence de plusieurs agents réticulant. Lorsque
la réticulation est réalisée en présence de plusieurs agents réticulant, les agents 1é-
ticulant peuvent €tre ajoutés de maniere simultanée ou séparée dans le temps au milieu
réactionnel. L’étape (a2) peut ainsi comprendre des €tapes de réticulation répétées,
avantageusement I’étape (a2) comprend une seule étape de réticulation. La réticulation
est alors réalisée en présence d’une quantité totale d’agents réticulant allant ty-
piquement de 0,1 a 10 moles, ou de 0,1 a 8 moles, ou de 0,1 a 6 moles, ou de 0,1 a 4
moles, ou de 0,1 a 3 moles, ou de 0,1 a 2 moles oude 0,1 a 1 mole oude 0,1 40,8
moles, ou de 0,1 a 0,5 moles d’agents réticulant (ou leurs sels) pour 100 moles d’unité
de répétition du polysaccharide. Les conditions de réticulation, en particulier les
teneurs en agent réticulant, durée et températures ainsi que les masses moléculaires
moyennes en poids (Mw) du polysaccharide, utilisées sont interdépendantes.

Plus la teneur en agent réticulant est faible, plus la durée de réaction doit €tre longue
pour obtenir des propriétés mécaniques analogues du polysaccharide réticulé résultant,
et in fine de I’hydrogel préparé. Autrement dit, plus le pourcentage molaire en agent ré-
ticulant est faible, moins il y a de fonctions réactives dans le milieu réactionnel et plus
la probabilité que 2 groupes se rencontrent et réagissent ensemble est faible, ainsi plus
la durée de réaction doit &tre longue pour permettre aux fonctions de réagir entre elles
et former des liens de réticulation, et ainsi obtenir un polysaccharide réticulé, et in fine
un hydrogel avec des propriétés souhaitables.

Dans certains modes de réalisation, 1’étape (a2) peut étre réalisée en plagant le milieu
réactionnel directement obtenu a I’issue de I’étape (al), a une température inférieure
ou égale a 30°C, de préférence inférieure ou égale a 25°C. La température est ty-
piquement supérieure a 0°C ou supérieure a 5°C ou encore supérieure a 10°C. De
maniere encore plus préférée, 1’étape (a2) peut Etre réalisée en plagant le milieu ré-
actionnel directement obtenu a I’issue de I’étape (al) a une température égale a la tem-
pérature ambiante. Lorsque I’€étape (a2) est réalis€e a une température supérieure ou
égale a 0°C et inférieure ou égale a 30°C, la durée de réticulation est d’au moins 1

minute, de préférence d’au moins 10 minutes, de maniere encore plus préférée d’au
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moins 1 heure. De préférence, la durée de réticulation est d’au plus 5 jours.

Dans certains modes de réalisation, 1’étape (a2) peut étre réalisée en plagant le milieu
réactionnel obtenu a I'issue de I’étape (al), a une température supérieure a 30°C, ou
supérieure ou égale a 35°C, ou supérieure ou €gale a 40°C, ou supérieure ou €gale a
45°C, ou supérieure ou égale a 50°C. La température est typiquement inférieure a
60°C. Lorsque la température est supérieure a 30°C, la durée de 1’étape de réticulation
est au moins supérieure ou €gale a 1 minute, de préférence au moins supérieure ou
égale a 10 minutes, de maniere encore plus préférée au moins 1 heure, de préférence
comprise entre 1 heure et 5 heures.

Dans certains modes de réalisation, 1’étape (a2) peut étre réalisée en plagant le milieu
réactionnel directement obtenu a I’issue de I’étape (al), a une pression P inférieure ou
égale a la pression atmosphérique et a une température T supérieure a la température
du point eutectique du milieu réactionnel telle que mesurée a la pression P et inférieure
a la température du point de congélation du milieu réactionnel telle que mesurée a la
pression P, de préférence pendant une durée d’au moins 1 heure. Les hydrogels a base
de polysaccharide réticulé préparés par un tel procédé sont hautement biocompatibles.
En effet, les polysaccharides réticulés peuvent étre préparés avec des quantités
moindres d’agent réticulant, par exemples des quantités allant de 0,001 a 0,02 moles
pour 1 moles d’unité de répétition du polysaccharide.

La température du point de congélation du milieu réactionnel désigne la température
a laquelle le mélange des composants du milieu réactionnel, a I’échelle macroscopique,
se solidifie, c’est-a-dire qu’il devient non fluide. En dessous du point de congélation, le
mélange est dans un état de congélation qui se caractérise par la coexistence de
composants sous forme solide et liquide. L’état de congélation est maintenu jusqu’a la
température du point eutectique du milieu réactionnel.

La température du point eutectique du milieu réactionnel désigne la température en
dessous de laquelle le mélange des composants du milieu réactionnel passe d’un état
congelé (coexistence de phases liquides et solides) a un état completement solide,
c’est-a-dire un état dans lequel tous les composants du mélange sont sous forme solide.
Le point de congélation et le point eutectique d’un mélange dépendent de la pression a
laquelle le mélange est soumis donc le point de congélation et le point eutectique sont
mesurés a la pression P.

Le point de congélation et le point eutectique peuvent étre déterminés par calo-
rimétrie différentielle a balayage. Cette méthode permet de déterminer les transitions
de phase. Pour cela, le produit a étudier est progressivement refroidi jusqu’a observer
ses transitions de phases.

La température T est de préférence supérieure ou égale a -55°C et inférieure ou égale

a -5°C, de préférence elle va de -35°C a -10°C. De maniere encore plus préférée, la
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température T est d’environ -20°C.

La pression P est de préférence, la pression atmosphérique. La « pression atmo-
sphérique » est la pression qu'exerce 1’air constituant 1I’atmosphere sur une surface
quelconque en contact avec elle. Elle varie en fonction de I’altitude. A une altitude de
Om, la pression moyenne atmosphérique est de 101 325 Pa. De préférence, la pression
P est la pression atmosphérique et la température T est supérieure ou €gale a -55°C et
inférieure ou €gale a -5°C, de préférence T varie de -35°C a -10°C ou est d’environ -
20°C.

De préférence, lors de 1’étape (a2) de réticulation, lorsque la température T est su-
périeure ou égale a -55°C et inférieure ou égale a -5°C le milieu réactionnel obtenu a
I’issue de I’étape (1) est placé pendant une durée d’au moins 1 heure, de préférence
d’au moins 3 heures, de préférence d’au moins 72 heures, de préférence d’au plus 27
semaines. De préférence, I’étape (a2) de réticulation est conduite pendant une durée
allant de 2 a 25 semaines, de préférence allant de 2 a 20 semaines ou 2 a 17 semaines,
de maniere encore plus préférée de 3 a 8§ semaines ou 4 2 7 semaines et a la tem-
pérature T, a la pression P.

A I’issue de I’étape (a2), le polysaccharide réticulé se présente typiquement sous
forme d’un gel. Ce gel est généralement directement engagé dans la suite du procédé
de I’'invention (étape 1).

Les polysaccharides réticulés et/non réticul€s décrits précédemment sont utiles pour
la mise en ceuvre du procédé de I’invention et ainsi préparer des hydrogels comprenant
un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé. Le polysaccharide réticulé, ou non
réticulé, ou leur mélange, va constituer le réseau de polymeres de ’hydrogel.
L’hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé, ou non réticulé, ou leur mélange
peut ainsi étre dit €tre a base d’un polysaccharide réticulé, ou d’un polysaccharide non
réticulé, ou de leur mélange. Un hydrogel comprenant, comme seul polysaccharide, un
polysaccharide non réticulé, est préparé a partir d’un polysaccharide non réticulé. Un
hydrogel comprenant, comme seul polysaccharide, un polysaccharide réticulé, est
préparé a partir d’un polysaccharide réticulé. Lorsque 1’hydrogel comprend le mélange
d’un polysaccharide réticulé et non réticulé, 1’hydrogel est préparé a partir d’'un poly-
saccharide réticulé et d’un polysaccharide non réticulé. Le polysaccharide non réticulé
est typiquement ajouté au polysaccharide réticulé au cours de la préparation de
I’hydrogel.

Préparation de I’hydrogel (étape (1))

Le procédé de la présente invention selon la méthode 1 comprend la préparation d’un
hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou
leur mélange et comprenant en outre au moins 1 mM d’ions citrates, de préférence de 1
a 12 mM d’ions citrates.
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La préparation de 1’hydrogel comprend au moins une étape d’addition d’ions citrates
au polysaccharide réticulé et/ou non réticulé. La quantité d’ions citrates ajoutée a cette
étape permet d’atteindre une concentration en ions citrates dans 1’hydrogel préparé
d’au moins 1 mM, de préférence allant de 1 a 12 mM.

La préparation de 1’hydrogel comprend avantageusement une étape d’ajustement au
pH physiologique, notamment entre 6,8 et 7,8.

Dans une variante, les ions citrates sont ajoutés sous forme de poudre au poly-
saccharide réticul€ et/ou non réticulé. La quantité d’ions citrates sous forme de poudre
ajoutée a cette étape permet d’atteindre une concentration en ions citrates dans
I’hydrogel préparé d’au moins 1 mM, de préférence allant de 1 a 12 mM. Typiquement
lorsque I’ajout d’ions citrates sous forme de poudre est réalisé, une neutralisation de
I’effet des ions citrates sur le pH de 1’hydrogel peut étre réalisée.

Dans une autre variante, les ions citrates sont ajoutés sous forme d’une solution
(solution comprenant des ions citrates) au polysaccharide réticulé et/ou non réticulé. La
quantité de la solution comprenant des ions citrates ajoutée a cette étape permet
d’atteindre une concentration en ions citrates dans 1’hydrogel préparé d’au moins 1
mM. De préférence, la concentration en ions citrates dans I’hydrogel varie de 1 a 12
mM.

Dans certains modes de réalisation, la quantité d’ions citrates ajoutée (sous forme
d’une solution ou de poudre) permet d’atteindre une concentration en ions citrates dans
I’hydrogel d’au moins 1,5 mM, ou d’au moins 2 mM, ou d’au moins 2,5 mM, ou d’au
moins 3 mM ou d’au moins 3,5 mM. La concentration maximale d’ions citrates dans
I’hydrogel est généralement de 12 mM.

Dans certains modes de réalisation, la quantité d’ions citrates ajoutée (sous forme
d’une solution ou de poudre) permet d’atteindre une concentration en ions citrate dans
I’hydrogel allant de 2 2 12 mM, oude 3a 11 mM, oude 329 mM, oude 3 a8 mM ou
de4a8mMoude3a5mM.

Dans certains modes de réalisation, la quantité d’ions citrates ajoutée (sous forme
d’une solution ou de poudre) permet d’atteindre une concentration en ions citrates dans
I’hydrogel allant de 5 a 12 mM.

Une solution comprenant des ions citrates désigne une solution dont le pH permet
aux ions citrates d’étre présents en solution dans cette solution ou désigne une solution
capable de libérer des ions citrates une fois ajoutée lors de la préparation de 1’hydrogel.
La solution comprenant des ions citrates est de préférence préparée a partir d’acide
citrique.

La solution comprenant des ions citrates ajoutée présente typiquement un pH allant
de 6,8 2 7,8 (pH physiologique). Si la solution ne présente pas un tel pH, le pH est

ajusté, au besoin, au cours de la préparation de I’hydrogel pour que 1’hydrogel final
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présente un tel pH.

La concentration en ions citrates de la solution est choisie de maniere a limiter 1'effet
de dilution pouvant étre engendré par 1'ajout de la solution lors de la préparation de
I'hydrogel, un tel effet de dilution de I'hydrogel n’étant pas souhaitable. La
concentration maximale en ions citrates qu'il est possible de rajouter dans 1'hydrogel
est alors limitée par I'ajustement du pH. En effet I’ajustement du pH de la solution pour
atteindre un pH physiologique est moins ais¢ au-dela d'une certaine concentration en
ions citrate. La solution comprenant des ions citrates est typiquement préparée de sorte
a ce que la solution soit concentrée en ions citrates, par exemple 100 fois plus
concentrée par rapport a la concentration finale en ions citrates dans 1’hydrogel.

La solution comprenant des ions citrates est typiquement préparée dans de 1’eau ou
dans un tampon physiologiquement acceptable, de préférence par addition d’acide
citrique dans de I’eau ou un tampon physiologiquement acceptable. Des exemples de
tampons incluent, de maniere non limitative, le N-carbamoylméthyl taurine (CAS No:
7365-82-4), le sel de sodium d’acide
3-[N,N-bis(hydroxyéthyl)amino]-2-hydroxypropane sulfonique (CAS No:
102783-62-0), I’acide 3-morpholino-2-hydroxypropane sulfonique (CAS No:
68399-77-9), I’acide 1,4-piperazinediéthane sulfonique (CAS No: 5625-37-6), I’acide
1,4-piperazine-N,N’-bispropane sulfonique) (CAS No: 5625-56-9), ’acide
2-hydroxy-3-[tristhydroxyméthyl)méthylamino]-1-propane sulfonique (CAS No:
68399-81-5), I’acide 2-[(2-hydroxy-1,1-bis(hydroxyméthyl)éthyl)amino]éthane
sulfonique (CAS No: 7365-44-8), le N-tris(hydroxyméthyl)méthylglycine (CAS No:
5704-04-1), l'acide 3-(N-morpholino)propane sulfonique (CAS No: 1132-61-2), le
tris(hydroxymethyl)aminométhane (CAS No: 77-86-1), le
bis(2-hydroxyethyl)amino-tristhydroxyméthyl)méthane (CAS No: 6976-37-0), le
N,N-bis(2-hydroxyethytaurine (CAS No: 10191-18-1), le
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine- 1 -ethanesulfonic acid (CAS No: 7365-45-9), I’acide
1,4-Piperazinediethane sulfonique (CAS No: 5625-37-6), I’acide
4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-(2-hydroxypropane-3-sulfonique) (CAS No:
68399-78-0), les tampons phosphates tels que le PBS avec un pH autour du pH phy-
siologique (CAS No: 7647-14-5, 7447-40-7).

De préférence, le tampon est choisi parmi I’acide 3-(N-morpholino)propane
sulfonique (CAS No: 1132-61-2), le tristhydroxyméthyl)aminométhane (CAS No:
77-86-1), le bis(2-hydroxyethyl)amino-tristhydroxyméthyl)méthane (CAS No:
6976-37-0), le N,N-bis(2-hydroxyéthyl)taurine (CAS No: 10191-18-1), ’acide
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine- 1-€thane sulfonique (CAS No: 7365-45-9) et les
tampons phosphates tels que le PBS avec un pH autour du pH physiologique (CAS No:
7647-14-5, 7447-40-7).
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Préférentiellement le tampon est un tampon phosphate, particulicrement un tampon
de solution saline de NaH,PO,/Na,HPO,ou de KH,PO,/K;HPO,. Le pH de la solution
comprenant des ions citrates est typiquement ajusté au moyen d’addition d’acide ou de
base.

Ainsi, dans certains modes de réalisation, la solution comprenant des ions citrates est
une solution d’acide citrique dans un tampon phosphate, dont le pH varie de 6,8 a 7,8.

Dans des modes de réalisation préférés, les ions citrates sont ajoutés sous forme
d’une solution comprenant des ions citrates, la solution pouvant étre telle que décrite
ci-dessus. De préférence, la solution est une solution d’acide citrique. La solution est
de maniere préférée une solution d’acide citrique dans un tampon physiologiquement
acceptable, tel qu’un tampon phosphate.

La préparation d’un hydrogel a partir d’un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé
peut Etre réalisée de manicre conventionnelle, a la différence pres que des ions citrates
sont ajoutés lors de la préparation de I’hydrogel. Ainsi, la préparation d’un hydrogel
comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé peut comprendre une ou
plusieurs des étapes conventionnelles suivantes :

- Ajustement du pH (1);

- Dilution (2);

- Purification (3);

- Addition d’au moins un composant additionnel (4);
- Homogénéisation (5).

Ces étapes bien connues de ’homme du métier peuvent étre telles que décrites ci-
apres.

Ces étapes bien connues de ’homme du métier peuvent étre telles que décrites ci-
apres. Les étapes conventionnelles peuvent étre réalisées de maniere concomitante. Les
étapes conventionnelles peuvent €tre réalisées de la maniere s€quentielle suivante :
éventuel ajustement du pH (1) puis éventuelle dilution (2) puis éventuelle purification
(3) puis éventuelle addition d’un composant additionnel (4) puis éventuelle homogé-
néisation (5). Elles peuvent €tre également réalisées dans un ordre différent. Avanta-
geusement, I’étape d’homogénéisation (5) est réalisée en dernier lieu, lorsqu’au moins
une des autres étapes conventionnelles est mise en ceuvre. Elle peut aussi étre effectuée
a plusieurs reprises et s’intercaler entre les autres étapes conventionnelles décrites.

Par exemple, étapes conventionnelles peuvent étre réalisées de la manicre sé-
quentielle suivante : (1), (2), (3), (4), (5); ou (2), (1), (3), (4), (5); 0u (2) (1), (4), (5);
ou (2), (4), (5) s ou (1), (4), (5); ou (2), (4), 3), (5) ; ou (2), (4), (1), (5) ; ou (2), (4),
(5) s 0u(4),(2), (1) ; 0u(4), (1), (2); 0u (2), (3), (4), (5);0u (4), (2), (3), (5); ou (2), (4),
(1) s ou (1), (5), (3), (4); ou (1), (5), (4); ou (2), (4). Les étapes (2), (3), (4) et (5)

peuvent étre concomitantes. Par exemple, la préparation de 1’hydrogel, peut
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comprendre la s€équence suivante : (2) et (4) sont réalisées de maniere concomitante.

Les ions citrates (sous forme de poudre ou en solution) peuvent étre ajoutés au
moment de, avant ou apres 1’une de ces étapes conventionnelles.

Dans une variante, les ions citrates sont ajoutés avant I’étape d’homogénéisation (5)
de facon a obtenir un gel homogene.

Lorsqu’une étape de purification (3) est mise en ceuvre, les ions citrates peuvent étre
ajoutés avant ou apres I’étape de purification (3), avantageusement les ions citrates
sont ajoutés apres 1’étape de purification (3). L’addition des ions citrates apres 1’étape
de purification assure un meilleur contrdle de la concentration en ions citrates dans
I’hydrogel préparé.

De préférence, les ions citrates sont ajoutés entre les €tapes de purification (3) et
d’homogénéisation (5).

L’addition des ions citrates peut étre réalisée apres 1’étape de dilution (2) ou lors de
I’étape de dilution (2), par exemple les ions citrates peuvent Etre ajoutés dans le solvant
aqueux de dilution.

De préférence, les ions citrates sont ajoutés lors de 1’étape de dilution (2) et/ou lors
de I’étape d’addition d’au moins d’un composant additionnel (4), préférentiellement
lors de I’étape d’addition d’au moins d’un composant additionnel (4). En particulier,
dans certains modes de réalisation, I’addition de la solution comprenant des ions
citrates est concomitante a 1’étape d’addition d’au moins un composant additionnel (4).
En particulier, dans certains modes de réalisation, I’addition de la solution comprenant
des ions citrates est concomitante a I’addition d’une solution d’anesthésiant. En par-
ticulier, dans certains modes de réalisation, I’addition de la solution comprenant des
ions citrates est concomitante a ’addition d’un agent lubrifiant. Dans certains modes
de réalisation, la solution comprenant des ions citrates ajoutée peut comprendre
d’autres composants, en particulier un agent lubrifiant, par exemple de 1’acide hya-
luronique non réticulé, de I’héparosan non réticulé ou leur mélange.

Les étapes de dilution (2), d’addition d’au moins d’un composant additionnel (4) et
d’addition des ions citrates peuvent étre concomitantes.

Les ions citrates peuvent €tre ajoutés apres 1’étape de d'ajustement du pH (1). Les
ions citrates peuvent étre ajoutés entre les étapes de d'ajustement du pH (1) et
d’homogénéisation (5) lorsque ces deux €tapes sont mises en ceuvre.

Ajustement du pH (1)

Le procédé de préparation de I’hydrogel peut comprendre une étape d’ajustement du
pH de I’hydrogel pour atteindre le pH désiré (pH de 6,8-7.,8).
Dilution (2)

Le procédé de préparation de I’hydrogel peut comprendre une étape de dilution du
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polysaccharide réticulé et/ou non réticulé. L’étape de dilution permet d’adapter la
concentration en polysaccharide dans I’hydrogel préparé. En particulier, un solvant
aqueux est ajouté au polysaccharide réticul€ et/ou non réticulé, par exemple, une
solution saline physiologique, possiblement tamponnée par la présence de sels, tels que
des sels phosphates. Plus particulierement, le solvant aqueux ajouté a un pH autour du
pH physiologique (6,8-7,8). La concentration en polysaccharide obtenue suite a I’étape
de dilution varie avantageusement de 1 mg/g a 50 mg/g d’hydrogel, plus avanta-
geusement de 5 mg/g a 35 mg/g d’hydrogel, encore plus avantageusement de 10 mg/g
a 30 mg/g d’hydrogel.

Purification (3)

Le procédé de préparation de I’hydrogel peut comprendre au moins une étape de pu-
rification.

L’étape de purification vise a €liminer les éventuelles impuretés indésirables. Ces
impuretés peuvent résulter de la réticulation du polysaccharide, par exemple résultant
de I’étape (a2) décrite ci-avant. De telles impuretés peuvent comprendre par exemple
I’agent de réticulation résiduel, en particulier de type époxydique, qui n’aurait pas
réagi.

Cette étape peut également permettre d’effectuer un échange de liquide, par exemple
un €change de tampon. L’€tape de purification peut donc tout particulicrement étre
mise en ceuvre lorsque 1’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé.

La purification peut étre réalisée par dialyse ou encore par filtration, par exemple par
filtration tangentielle dynamique (« DCF » pour Dynamic Cross-flow Filtration).
Addition de composants additionnels (4)

Le procédé de préparation de I’hydrogel peut comprendre une ou plusieurs étapes
d’ajout d’au moins un composant additionnel. Le composant additionnel peut étre
choisi parmi les agents anesthésiants, les antioxydants, les agents lubrifiants, les acides
aminés, les peptides, les protéines, les vitamines, les minéraux, les acides nucléiques,
les nucléotides, les nucléosides, les co-enzymes, les dérivés adrénergiques, le dihydro-
génophosphate de sodium mono-hydraté et/ou di-hydraté, le chlorure de sodium et un
de leurs mélanges.

Les polysaccharides non réticulés, en particulier 1’acide hyaluronique non réticulé,
I’héparosan non réticulé ou leur mélange, peuvent €tre cités a titre d’exemple d’agent
lubrifiant.

Des exemples d’anesthésiants incluent de maniere non limitative I’ Ambucaine,

I’ Amoxécaine, I’ Amyléine, I’ Aprindine, 1’ Aptocaine, 1’ Articaine, la Benzocaine, la Bé-
toxycaine, la Bupivacaine, la Butacaine, le Butamben, la Butanilicaine, le Chlo-

robutanol, la Chloroprocaine, la Cinchocaine, la Clodacaine, la Cocaine, la Cryo-
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fluorane, la Cyclométhycaine, la Dexivacaine, la Diamocaine, le Dipérodon, la
Dyclonine, 1’Etidocaine, 1’Euprocine, la Fébuvérine, la Fomocaine, le Guafécainol,
I’Heptacaine, I’Hexylcaine, I’Hydroxyprocaine, I’Hydroxytétracaine, I’ Isobutamben, la
Leucinocaine, la Lévobupivacaine, le Lévoxadrol, le Lidamidine, la Lidocaine, la
Lotucaine, le Menglytate, la Mépivacaine, la Méprylcaine, la Myrtécaine, I’Octacaine,
I’Octodrine, I’Oxétacaine, I’Oxybuprocaine, la Paréthoxycaine, la Paridocaine, la
Phénacaine, la Pipérocaine, la Piridocaine, le Polidocanol, la Pramocaine, la Prilocaine,
la Procaine, la Propanocaine, la Propipocaine, la Propoxycaine, la Proxymétacaine, la
Pyrrocaine, la Quatacaine, la Quinisocaine, la Risocaine, la Rodocaine, la Ropivacaine,
la Tétracaine, la Tolycaine, la Trimécaine, et un de leurs sels, en particulier un sel de
chlorhydrate, ou un mélange de ceux-ci. De préférence, I’hydrogel selon I’invention
comprend un agent anesthésiant tel que défini ci-dessus et en particulier la lidocaine, la
mépivacaine ou 1’un de leurs sels tel que le chlorhydrate.

Des exemples d’antioxydants incluent de maniere non limitative le glutathion, le
glutathion réduit, I’acide ellagique, la spermine, le resvératrol, le rétinol, la L-carnitine,
les polyols, les polyphénols, les flavonols, les théaflavines, les catéchines, la caféine,
I’ubiquinol, I’ubiquinone, 1’acide alpha-lipoique et leurs dérivés, et un mélange de
ceux-ci.

Des exemples d’acides amin€s incluent de maniere non limitative 1’arginine (e.g., L-
arginine), I’isoleucine (e.g., L-isoleucine), la leucine (e.g., L-leucine), la lysine (e.g.,
L-lysine ou L-lysine monohydratée), la glycine, la valine (e.g., L-valine), la thréonine
(e.g., L-thréonine), la proline (e.g., L-proline), la méthionine, 1’histidine, la phény-
lalanine, le tryptophane, la cystéine, leurs dérivés (e.g., dérivés N-acétylés comme la
N-acétyl-L-cystéine) et un mélange de ceux-ci.

Des exemples de vitamines et de leurs sels incluent de manicre non limitative les
vitamines E, A, C, B, spécialement les vitamines B6, B§, B4, BS, B9, B7, B12, et
mieux la pyridoxine et ses dérivées et/ou sels, de préférence le chlorhydrate de py-
ridoxine.

Des exemples de minéraux incluent de maniere non limitative les sels de zinc (par
exemple I’acétate de zinc, notamment déshydraté ou le citrate de zinc ; de préférence
on choisira le citrate de zinc), les sels de magnésium, les sels de calcium (par exemple
I’hydroxyapatite, notamment sous forme de bille), les sels de potassium, les sels de
manganese, les sels de sodium, les sels de cuivre (par exemple le sulfate de cuivre,
notamment pentahydraté), éventuellement sous une forme hydratée, et les mélanges de
ceux-ci. De préférence, on choisira le citrate de zinc comme composant additionnel.

Des exemples d’acides nucléiques incluent de maniére non limitative 1’adénosine, la
cytidine, la guanosine, la thymidine, la cytodine, leurs dérivés et un mélange de ceux-

ci. En tant que co-enzymes, la coenzyme Q10, la CoA, le NAD, le NADP, et les
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mélanges de ceux-ci peuvent €tre cités.

En tant que dérivés d’adrénaline, I’adrénaline, la noradrénaline et un mélange de
ceux-ci, peuvent étre cités.
Homogénéisation (5)

Le procédé de préparation de I’hydrogel peut comprendre une ou plusieurs étapes
d’homogénéisation. Cette étape d’homogénéisation permet d’obtenir un hydrogel plus
homogene, en particulier avec une force d’extrusion la plus constante possible, i.e., la
plus réguliere possible. Par exemple, 1’étape d”homogénéisation peut consister en une
étape d’extrusion, plus particulicrement au moyen d’un tamis dont les perforations
présentent un diametre compris entre 50 et 2000 um. L’homme du métier sait sé-
lectionner le diametre de perforation en fonction des propriétés mécaniques de
I’hydrogel recherchées.

Méthode 2

Lorsque le procédé de la présente invention met en ceuvre la méthode 2, 1’étape (1)
de préparation de I’hydrogel comprend les étapes suivantes :

(a) préparation d’un polysaccharide réticulé a partir d’un milieu réactionnel de réti-
culation comprenant un ou plusieurs polysaccharide(s), un ou plusieurs agent(s) ré-
ticulant, un solvant et des ions citrates en quantité suffisante pour permettre la pré-
paration d’un hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé et comprenant en outre
au moins 1 mM d’ions citrates ;

(b) préparation d’un hydrogel a partir du polysaccharide réticulé obtenu a I’issue de
I’étape (a) et €éventuellement d’un polysaccharide non réticulé.

Le polysaccharide réticulé peut en particulier €tre préparé par un procédé comprenant
les étapes suivantes :

(al) préparer un milieu réactionnel de réticulation comprenant un ou plusieurs poly-
saccharide(s), un ou plusieurs agent(s) réticulant, un solvant et des ions citrates en
quantité suffisante pour permettre la préparation d’un hydrogel a base d’un poly-
saccharide réticulé comprenant au moins 1 mM d’ions citrates ; et

(a2) faire réagir le milieu réactionnel pour obtenir un polysaccharide réticulé.

Les étapes (a), (al) et (a2) du procédé selon la méthode 2 sont telles que décrites pré-
cédemment dans la section « Le Polysaccharide réticulé et/ou non réticulé », a la
différence que le milieu réactionnel comprend en outre des ions citrates.

Les ions citrates sont typiquement présents dans le milieu réactionnel en une quantité
permettant d’atteindre une concentration en ions citrates dans I’hydrogel d’au moins
1,5 mM, ou d’au moins 2 mM, ou d’au moins 2,5 mM, ou d’au moins 3 mM ou d’au
moins 3,5 mM. La concentration maximale d’ions citrates dans ’hydrogel est géné-
ralement de 20 mM ou 12 mM.
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Dans certains modes de réalisation, la quantité d’ions citrates présente dans le milieu
réactionnel permet d’atteindre une concentration en ions citrates dans I’hydrogel allant
de2a20mM,ou2al2mM,oude3all mM,oude3a9mM,oude3a8mMou
de4a8mMoude3a5mM.

Dans certains modes de réalisation, la quantité d’ions citrates présente dans le milieu
réactionnel permet d’atteindre une concentration en ions citrates dans I’hydrogel allant
de 5a12 mM.

Les ions citrates présents dans le milieu réactionnel peuvent résulter de 1’addition
d’acide citrique ou d’une solution aqueuse d’acide citrique au milieu réactionnel.

A I’issue de I’étape (a2), le polysaccharide réticulé se présente typiquement sous
forme d’un gel comprenant des ions citrates. Ce gel est généralement directement
engagé dans la suite du procédé de I’invention (étape (b)).

La préparation d’un hydrogel (étape (b)) a partir du polysaccharide réticulé obtenu a
I’issue de I’étape (a) ou (a2), peut €tre réalis€ée de manicre conventionnelle. En par-
ticulier, la préparation d’un hydrogel a partir du polysaccharide réticulé obtenu a
I’issue de I’étape (a) ou (a2), comprend typiquement une ou plusieurs des étapes
conventionnelles suivantes :

- Ajustement du pH (1);

- Dilution (2);

- Purification (3);

- Addition d’au moins un composant additionnel (4) ;
- Homogénéisation (5).

Ces étapes bien connues de ’homme du métier peuvent étre telles que décrites ci-
avant en relation avec la méthode 1. Elles peuvent €tre mises en ceuvre selon les
manieres séquentielles décrites précédemment.

Stérilisation de I’hydrogel (étape (2))

Le procédé de la présente invention comprend une étape de stérilisation de 1’hydrogel
préparé. La stérilisation est réalisée de préférence par la chaleur, par exemple en
autoclave. La stérilisation est généralement effectuée en augmentant la température du
milieu de stérilisation jusqu’a une température dite « température au plateau », qui est
maintenue pendant une durée déterminée dite « durée au plateau ». La stérilisation est
de préférence réalisée a une température au plateau allant de 121°C a 135°C, de
préférence a une durée au plateau allant de 1 minute a 20 minutes avec FO > 15. La
valeur stérilisatrice FO correspond au temps nécessaire, en minutes, a 121°C, pour
inactiver 90% de la population de microorganismes présente dans le produit a
stériliser. Alternativement, la stérilisation peut €tre notamment réalisée par radiation
aux rayons gamma, UV ou au moyen oxyde d’éthylene.

L hydrogel obtenu a I’issue du procédé selon I’invention présente typiquement un pH
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allant de 6,8 a 7,8 (pH physiologique).
Méthode 1 ou 2 : Etape optionnelle

Le procédé de la présente invention (méthode 1 ou 2) peut en outre comprendre une
étape de conditionnement de I’hydrogel. Le conditionnement de I’hydrogel est ty-
piquement réalisé dans un dispositif d’injection. Le conditionnement est de préférence
réalisé juste avant I’étape de stérilisation (2). Ainsi, I’hydrogel stérile peut se présenter
sous forme d’un dispositif d’injection pré-rempli avec I’hydrogel, par exemple une
seringue pré-remplie avec 1’hydrogel.

Hydrogel stérile

L hydrogel stérile obtenu par le procédé de la présente invention (méthode 1 ou 2)
est un hydrogel a base d’un polysaccharide réticulé ou d’un polysaccharide non
réticulé ou de leur mélange. L.’hydrogel stérile obtenu par le procédé de la présente
invention (méthode 1 ou 2) comprend donc un polysaccharide réticulé, ou un poly-
saccharide non réticulé, ou un mélange d’un polysaccharide réticulé et d’un poly-
saccharide non réticulé. Il est entendu que le polysaccharide réticulé peut étre un
mélange de polysaccharides réticulés.

L hydrogel stérile obtenu par le procédé de la présente invention (méthode 1 ou 2) a
un pH physiologique, i.e., allant de 6,8 a 7,8. Le pH de 1‘hydrogel stérile est de
préférence supérieur ou égal a 6.9 et inférieur ou égala 7,4 ;7,3 ;7,2 ;7,1 ou7.

L hydrogel stérile obtenu par le procédé de la présente invention (méthode 1 ou 2) et
comprenant un polysaccharide réticulé, posseéde avantageusement un angle de phase 0
inférieur ou €gal a 45°, a 1Hz pour une déformation de 0,1% ou une pression de 1 Pa,
de préférence un angle de phase d allant de 2° a 45° ou allant de 20° a 45°.

L’ hydrogel obtenu par le procédé de la présente invention est de préférence un
hydrogel injectable, c’est-a-dire qui peut s’écouler et étre injecté manuellement au
moyen d’une seringue munie d'une aiguille de diametre allant de 0,1 a 0,5 mm, par
exemple d’une aiguille hypodermique de 32G, 30 G, 27 G, 26 G, 25 G.

L’hydrogel obtenu par le procédé€ de la présente invention peut comprendre de 0,1 a
5% en poids, de préférence de 1 a 3% en poids, de polysaccharide (poids total de poly-
saccharide, c’est-a-dire poids total de polysaccharide réticulé et/ou non réticulé, par
exemple d’acide hyaluronique réticulé et/ou non réticulé), par rapport au poids total de
I’hydrogel. Ainsi, lorsque I’hydrogel comprend, comme seul polysaccharide, un poly-
saccharide non réticulé, I’hydrogel obtenu par le procédé de la présente invention peut
donc comprendre de 0,1 a 5% en poids, de préférence de 1 a 3% en poids, de poly-
saccharide non réticulé (par exemple d’acide hyaluronique non réticulé), par rapport au
poids total de I’hydrogel. Lorsque 1’hydrogel comprenant, comme seul polysaccharide,

un polysaccharide réticulé, I’hydrogel obtenu par le procédé de la présente invention
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peut donc comprendre de 0,1 a 5% en poids, de préférence de 1 a 3% en poids, de po-
lysaccharide réticulé (par exemple d’acide hyaluronique réticulé), par rapport au poids
total de I’hydrogel. Lorsque 1’hydrogel comprend le mélange d’un polysaccharide
réticulé et non réticulé, ’hydrogel obtenu par le procédé de la présente invention peut
donc comprendre de 0,1 a 5% en poids, de préférence de 1 a 3% en poids, d’un
mélange de polysaccharide non réticulé et réticulé (par exemple d’acide hyaluronique
non réticul€ et/ou réticulé), par rapport au poids total de I’hydrogel. En particulier, la
teneur en polysaccharide (par exemple en acide hyaluronique) non réticulé peut varier
de 0,5 2 40% en poids, préférentiellement de 1 a 40% en poids, plus préférentiellement
de 5 a 30% en poids, par rapport au poids total de polysaccharide (par exemple d’acide
hyaluronique) présent dans ’hydrogel.

La concentration en polysaccharide totale dans 1’hydrogel obtenu par le procédé de la
présente invention varie avantageusement de 1 mg/g a 50 mg/g d’hydrogel, plus avan-
tageusement de 5 mg/g a 35 mg/g d’hydrogel, encore plus avantageusement de 10 mg/
g a 30 mg/g d’hydrogel. Préférablement le polysaccharide est de 1’acide hyaluronique,
encore plus préférentiellement du hyaluronate de sodium.

Lorsque 1’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé, le polysaccharide réticulé
présente de préférence un taux de réticulation molaire inférieur ou €gal a 10%. Préfé-
rentiellement, I’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé dont le taux de réti-
culation molaire est supérieur a 0 et inférieur ou égal a 6%. Encore plus préféren-
tiellement, I’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé dont le taux de réticulation
molaire est supérieur a O et inférieur ou €gal a 4%. De maniere encore plus préférée,
I’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé dont le taux de réticulation molaire est
supérieur a 0 et inférieur ou égal a 2%, de préférence inférieur ou égal a 1%, encore
préférentiellement inférieur ou égal a 0,8%, notamment allant de 0,1% a 0,5% (nombre
de moles d’agent(s) réticulant pour 100 moles d’unité de répétition du ou des polysac-
charides).

Lorsque 1’hydrogel comprend un polysaccharide réticulé, le polysaccharide réticulé
présente de préférence un degré de modification (MOD) inférieur ou égal a 10%, de
préférence inférieur ou égal a 6%, de préférence inférieur ou égal a 4%, de manicre
préférée inférieur ou égal a 2%, de maniere plus préférée inférieur ou €gal a 1%. Avan-
tageusement, le polysaccharide réticulé€ présente un degré de modification (MOD)
inférieur ou €gal a 1,8%, de maniére plus préférée inférieur ou égal a 1,5%, préféren-
tiellement inférieur ou égal a 1,2%, encore plus préférentiellement inférieur a 1%.

Dans certains modes de réalisation, I’hydrogel comprend un agent anesthésiant.
L’agent anesthésiant peut Etre tel que décrit ci-dessus, en particulier I’agent anes-
thésiant peut €tre la mépivacaine, la lidocaine ou un de leurs sels ; plus particu-

lierement sous forme d’un sel de chlorhydrate ; préférablement dans des quantités
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allant de 0,1 a 30 mg/ml, par exemple de 0,5 a 10 mg/ml ou plus préférentiellement de
2 a 6 mg/ml.

Les hydrogels stériles préparés selon le procédé de I’invention sont tout particu-
lierement utiles pour le comblement et/ou le remplacement de tissus, en particulier de
tissus mous, notamment par injection de ’hydrogel dans le tissu.

Ils peuvent étre injectés en utilisant I’un quelconque des modes connus de 'homme
du métier. Notamment, ils peuvent étre administrés au moyen d'un dispositif d'injection
adapté a une injection intra-épidermique et/ou intradermique et/ou sous-cutanée et/ou
supra-périostée. Le dispositif d'injection peut notamment €tre choisi parmi une
seringue, un ensemble de micro-seringues, un fil, un dispositif laser ou hydraulique, un
pistolet d'injection, un dispositif d'injection sans aiguille, ou un rouleau a micro-
aiguilles.

Les hydrogels stériles préparés selon le procédé de I’invention sont de préférence
injectés en sous-cutané.

Ils peuvent concerner des applications profondes, des applications médianes et/ou des
applications superficielles.

Ils peuvent avoir des applications thérapeutiques et/ou cosmétiques et/ou cosmé-
ceutiques.

Dans le domaine cosmétique, les hydrogels peuvent tout particulicrement Etre utiles
pour compenser des pertes de volume des tissus dues au vieillissement.

Ils peuvent €tre utilisés dans la prévention et/ou le traitement cosmétique d’une al-
tération de 1’aspect de surface de la peau. Par exemple, les hydrogels peuvent étre
utilisés dans le domaine cosmétique pour prévenir et/ou traiter 1’altération des
propriétés viscoélastiques ou biomécaniques de la peau ; pour combler des défauts vo-
lumiques de la peau, notamment pour combler des rides, des ridules et des cicatrices ;
pour atténuer les sillons naso-géniens et plis d’amertumes ; pour augmenter le volume
des pommettes, du menton ou des 1evres ; pour rétablir les volumes du visage,
notamment des joues, des tempes, de I’ovale du visage, et du pourtour de I’ceil ; pour
réduire I’apparition des rides et ridules.

Le procédé de préparation d’hydrogels stériles de la présente invention est res-
pectueux des propriétés des hydrogels, c’est-a-dire qu’il entraine des modifications
moindres des propriétés rhéologiques des hydrogels lors de la stérilisation. En effet, il
a ¢été observé une meilleure conservation des propriétés rhéologiques des hydrogels
apres stérilisation (meilleure conservation du module €lastique G’, meilleure
conservation de I’angle de phase) par rapport a des hydrogels préparés par un procédé
sans addition d’ions citrates.

Le procédé de la présente invention permet la préparation d’hydrogels stériles dont la

diminution du module €lastique G’ apres stérilisation n’excede pas 50%, 45%, 40%,
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35% ou 30% de la valeur du module €lastique G avant stérilisation.

L’étape d’addition des ions citrates selon la méthode 1, en particulier sous forme
d’une solution, ayant pour effet de diluer 1égerement I’hydrogel, il pouvait étre attendu
que les propriétés rhéologiques de 1’hydrogel soient impactées de manicre négative par
cette addition. De maniere inattendue, il a ét€ observé que 1’addition d’une solution
comprenant des ions citrates exerce un effet favorable sur les propriétés de 1’hydrogel
lors de la stérilisation.

Par ailleurs, 1’addition des ions citrates, en particulier sous forme d’une solution,
permet de préserver les propriétés de I’hydrogel dans le temps. En effet, il a été
observé une meilleure conservation des propriétés rhéologiques des hydrogels au cours
du temps, meilleure conservation du module élastique G’, meilleure conservation de
I’angle de phase) par rapport a des hydrogels préparés par un procédé sans addition
d’ions citrates et qui ont tendance a voir leurs propriétés rhéologiques diminuer de
maniere plus conséquente au cours des mois.

L’utilisation des ions citrates, en particulier sous forme d’une solution, dans un
procédé de préparation d’un hydrogel permet donc de protéger un hydrogel
comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé, en particulier comprenant au
moins un polysaccharide réticulé de la dégradation de ses propriétés rhéologiques lors
d’une stérilisation, de préférence par la chaleur. L’ utilisation des ions citrates, en par-
ticulier sous forme d’une solution, dans un procédé de préparation d’un hydrogel
comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non réticulé, en particulier comprenant au
moins un polysaccharide réticulé permet également de préserver la longueur des
chaines de polysaccharide réticulé et/ou non réticulé.

L’utilisation des ions citrates, en particulier sous forme d’une solution, dans un
procédé de préparation d’un hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé et/ou non
réticulé, en particulier comprenant au moins un polysaccharide réticulé, permet
également de préserver la stabilité des hydrogels, notamment apres stérilisation, dans
le temps, en particulier d’augmenter la stabilité des hydrogels, notamment apres  stéri-
lisation, dans le temps par comparaison avec des hydrogels identiques ne comprenant
pas d’ions citrates. En d’autres termes, les hydrogels obtenus selon ’invention main-
tiennent plus efficacement dans le temps leurs propriétés rhéologiques apres stéri-
lisation.

Par ailleurs, il est connu que la présence additionnelle d’un agent anesthésiant dans
un hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé€ et/ou non réticulé, entraine une dé-
gradation accrue des propriétés rhéologiques des hydrogels lors de la stérilisation, de
préférence a la chaleur. L’addition des ions citrates permet de limiter ces effets. Les
hydrogels obtenus par le procédé¢ de la présente invention comprenant un agent anes-

thésiant présentent des dégradations moindres de leur propriétés rhéologiques apres
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stérilisation par rapport a des hydrogels, comprenant un agent anesthésiant, préparés

par un procédé équivalent sans addition d’ions citrates.
Les exemples qui suivent sont donnés a titre illustratif, mais ne doivent en aucun cas

étre considérés comme limitatifs de la présente invention.

EXEMPLES
1. Matériels

- Hyaluronate de sodium non réticulé

- BDDE (Sigma Aldrich)

- NaOH 0,25M

- HC1 1M

- Acide citrique (Sigma Aldrich)

- Tampon Phosphate (BBraun),

- Chlorhydrate de Lidocaine

- Agitateur tridimensionnel

- Rhéometre DHR-2

- Dynamometre et banc d’essai

- Homogénéisateur Broyeur a palettes

- Poche stérile en polyéthylene
2. Méthodes
Mesure des propriétés viscoélastiques

Les propriétés viscoélastiques des hydrogels obtenus ont été mesurées en utilisant un
rhéometre (DHR-2) ayant un cone en acier inoxydable (1° - 40 mm) a géométrie cOne-
plan et un plan peltier en aluminium anodisé (42 mm) (entrefer 24 wm).

0,5 g d’hydrogel stérilisé est déposé entre le plan peltier et ledit cone. Puis un
balayage en contraintes est effectué a 1 Hz et 25°C. Le module €lastique G’, le module
visqueux G’’ et I’angle de phase & sont reportés pour une contrainte de 5 Pa. Les
mesures sont réalisées dans le domaine linéaire LVER.

La contrainte au croisement de G” et G*’, 7, est déterminée au croisement des courbes
des modules G” et G’ et est exprimée en Pascal.

3. Exemples
3.1 Exemple 1

Deux hydrogels d’acide hyaluronique réticulé sont préparés a partir d’un acide hya-
luronique de haut poids moléculaire 3 MDa et du BDDE dans une solution aqueuse de
soude a 0,25M (réticulation pendant 1 mois a -20°C). Les polysaccharides réticulés
présentent un taux de réticulation molaire de 0,2% et soit une concentration de 15 mg
d'acide hyaluronique par gramme de produit (hydrogel A), soit une concentration de 23

mg d'acide hyaluronique par gramme de produit (hydrogel B). Du tampon phosphate
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PBS et une solution d’HCI 1N est ensuite ajoutée aux polysaccharides réticulés jusqu’a
obtenir un pH de 7,3 £ 0,5. Les hydrogels obtenus sont homogénéisé€s au moyen d’un
agitateur tridimensionnel. Les mélanges sont dialysés.

Aux hydrogels obtenus, sont ensuite ajoutée une solution de hyaluronate de sodium
de haut poids moléculaire non réticulé en tant que lubrifiant (méme quantité de hya-
luronate de sodium de haut poids moléculaire dans les différents
mélanges) comprenant, ou non, des ions citrates.

La solution comprenant les ions citrates et le hyaluronate de sodium de haut poids
moléculaire est préparée comme suit. L’acide citrique (sous forme de poudre) est
dissout dans le tampon phosphate, et le pH est ensuite ajusté avec du NaOH 5M afin
d'atteindre un pH physiologique (pH= 6.8 - 7.8), enfin le hyaluronate de sodium de
haut poids moléculaire est ajouté en tant que lubrifiant. La concentration en ions
citrates dans la solution est adaptée en prenant en compte l'effet de dilution suite a
l'ajout de cette solution dans 1’hydrogel a base d’acide hyaluronique réticulé. En effet,
la concentration en ions citrates indiquée dans le tableau 1 correspond a la
concentration finale dans ’hydrogel.

La solution préparée comprenant I’acide citrique et le hyaluronate de sodium de haut
poids moléculaire ou la solution comprenant le hyaluronate de sodium de haut poids
moléculaire seul est ensuite mélangée a I’hydrogel a base d’acide hyaluronique réticulé
dans une cuve d'agitation.

Les produits obtenus (hydrogels A, B) ont ét€ tamis€s puis conditionnés en seringue.

Enfin, les produits ont été stérilisés a 1’autoclave (température au plateau comprise
entre 121°C et 135°C avec FO > 15).

Avant et apres stérilisation, les prototypes ont été analysés. Le module élastique G’ et
I’angle de phase & ont été déterminés. Les résultats sont présentés dans le Tableau 1 ci-
dessous.

Les prototypes présentent un taux de réticulation molaire de 0,2%.



[0183]

[0184]
[0185]

[0186]
[0187]

[0188]

[0189]

26

[Tableaux1]
Hydrogels A B

Al A2 B1 B2
Concentration molaire en ions 0 3,06 0 3,06
citrates (mM) dans I’hydrogel final
Pourcentage massique en ions 0 0,06% 0 0,06%
citrates par rapport a la masse de
I’hydrogel final
G’ (1Hz) avant stérilisation 261,7 245,0 5111 499,2
O avant stérilisation 15,4 15.8 13,3 13,4
AG’ (%)} -54,5 -33,2 -37,9 -18,8
A S (%) 67,5 39,3 58,9 36,2

Tableau 1

'AG’ (%)= (G’ apres stérilisation — G” avant stérilisation)/(G’ avant stérilisation)
*100

2A O (%)= (0 apres stérilisation — O avant stérilisation)/( & avant stérilisation) *100

Il est observé que les hydrogels préparés a partir d’un procédé selon I’invention
comprenant une étape d’addition d’une solution d’acide citrique (hydrogels A2, B2)
présentent des dégradations moindres de leurs propriétés rhéologiques apres stéri-
lisation par rapport a des hydrogels préparés par un procédé équivalent sans addition
d’une solution d’acide citrique (hydrogels Al, B1). En effet, il a été observé que les
hydrogels A2 et B2 présentent un module élastique (G”) plus élevé apres stérilisation
que les hydrogels Al et B1 apres stérilisation. La diminution du module élastique (G”)
est donc inférieure apres stérilisation pour les hydrogels A2 et B2. 11 a également été
observé que les hydrogels A2 et B2 présentent un angle de phase () moins élevé apres
stérilisation que les hydrogels Al et B1 apres stérilisation.
3.2 Exemple 2

Un hydrogel d’acide hyaluronique réticulé est préparé a partir d’un acide hya-
luronique de haut poids moléculaire 4MDa et du BDDE dans une solution aqueuse de
soude a 0,25M. Le polysaccharide réticulé présente un taux de réticulation molaire de
2% et une concentration de 15 mg d'acide hyaluronique par gramme de produit. Du
tampon phosphate PBS et une solution d’HCI 1N sont ensuite ajoutés au poly-
saccharide réticul€ jusqu’a obtenir un pH de 7,3 + 0,5. L’hydrogel obtenu est ho-
mogénéisé au moyen d’un agitateur tridimensionnel. Le mélange est dialysé.

Aux hydrogels obtenus, selon les cas, sont ensuite ajoutées :
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- une solution de hyaluronate de sodium de haut poids moléculaire en tant que lu-
brifiant (méme quantité dans les différents mélanges) comprenant, ou non des ions
citrates;

- une solution aqueuse de chlorhydrate de lidocaine pour obtenir 0,3% en poids de
chlorhydrate de lidocaine par rapport au poids de I’hydrogel final ;

- une solution d’acide citrique.

Hydrogels C

Pour les hydrogels C, seule une solution de hyaluronate de sodium de haut poids mo-
léculaire non réticulé comprenant, ou non, des ions citrates est ajoutée.

La solution comprenant des ions citrates et le hyaluronate de sodium de haut poids
moléculaire est préparée comme suit. L’acide citrique (sous forme de poudre) est
dissout dans le tampon phosphate, le pH est ensuite ajusté avec du NaOH 5M afin
d'atteindre un pH physiologique (pH= 6.8- 7.6), enfin le hyaluronate de sodium de haut
poids moléculaire est ajouté en tant que lubrifiant. La concentration en ions citrates
dans la solution est adaptée en prenant en compte l'effet de dilution suite a I'ajout de
cette solution dans le mélange comprenant 1’acide hyaluronique réticulé. En effet, la
concentration en ions citrates indiquée dans le tableau 2 correspond a la concentration
finale dans I’hydrogel.

La solution préparée comprenant I’acide citrique et le hyaluronate de sodium de haut
poids moléculaire est ensuite mélangée au mélange comprenant I’acide hyaluronique
réticulé dans une cuve d'agitation.

Hydrogels D

Pour les hydrogels D, une solution de hyaluronate de sodium de haut poids mo-
léculaire, une solution d’anesthésiant et éventuellement une solution d’acide citrique
sont ajoutées.

La solution d’acide citrique est ajoutée au méme moment que la solution
d'anesthésiant, la solution d’acide citrique et la solution d’anesthésiant étant ajoutées
apres addition de la solution de hyaluronate de sodium de haut poids moléculaire.

Une solution d’acide citrique est préparée. L'acide citrique (sous forme de poudre)
est d'abord dissout dans du tampon phosphate puis, du NaOH 5M est ajouté pour
ajuster le pH a un niveau physiologique. L'objectif est de faire une solution concentrée
100 fois par rapport a la concentration réelle souhaitée dans I’hydrogel final. Cela
permet d'éviter un trop fort effet de dilution de I’hydrogel di a 'ajout de la solution
d’acide citrique.

Les produits obtenus (hydrogels C et D) ont ét€ tamis€s de I’ordre du micron puis
conditionnés en seringue.

Enfin, les produits ont été stérilisés a 1’autoclave (température au plateau comprise
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entre 121°C et 135°C avec FO > 15).
[0201]  Avant et apres stérilisation, les prototypes ont €t€ analysé€s. Le module élastique G’ et
I’angle de phase & ont été déterminés. Les résultats sont présentés dans le Tableau 2 ci-

dessous.
[0202] [Tableaux2]

Hydrogels C D

Cl1 C2 D1 D2 D3 D4 D5 D6
Concentration |0 3,06 |0 1,53 4,59 7,65 10,71 12,24

molaire en ions

citrates (mM)

dans I’hydrogel

final

Pourcentage 0 0,06% |0 0,03% (0,10% |0,16% |0.23% |0,26%
massique en
ions citrates par
rapport a la
masse totale de

I’hydrogel final

G’ (1 Hz) avant {130,1 {127,8 |124,9 [122,7 |120,9 [122,1 |[122,3 |121,1

stérilisation

O avant stéri- |13 15,3 (13,5 13,5 13,5 13,4 13,3 13,4

lisation
AG’ (%)! -18,9 (-10,7 |-33,0 [-29.4 |-23.4 |-18,2 [|-144 |-16,6
A O (%)? 31,6 |8.8 45,5 36,3 27,7 21,1 21,1 22,1

[0203] Tableau 2

[0204] 'AG’ (%)= (G’ apres stérilisation — G” avant stérilisation)/(G’ avant stérilisation)
*100

[0205]  2A O (%)= (0 apres stérilisation — 6 avant stérilisation)/( 6 avant stérilisation) *100

[0206] I est observé que les hydrogels préparés a partir d’un procédé selon I’invention
comprenant une étape d’addition d’ions citrates (addition d’une solution de hya-
luronate de sodium de haut poids moléculaire non réticulé comprenant des ions citrates
ou addition d’une solution d’acide citrique) (hydrogels C2, D2 a D6) présentent des
modifications moindres de leurs propriétés rhéologiques apres stérilisation par rapport
a des hydrogels préparés par un procédé équivalent sans addition d’ions citrates
(hydrogels C1 et D1). En effet, il a été observé que les hydrogels C2 et D2 a D6
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présentent un module €lastique (G’) plus élevé apres stérilisation que les hydrogels C1
et D1. La diminution du module élastique (G”) est donc inférieure apres stérilisation
pour les hydrogels C2 et D2 a D6. 11 a également €té€ observé que les hydrogels C2 et
D2 a D6 présentent un angle de phase (8) moins élevé apres stérilisation que les
hydrogels C1 et D1.

Apres 1 mois a 40°C, ’hydrogel C2 préparé a partir d’un procédé selon 1’invention
comprenant une étape d’addition d’une solution comprenant des ions citrates ne
présente pas de modifications de ses propriétés rhéologiques par rapport a I’hydrogel
C1 préparé par un procédé équivalent sans addition d’une telle solution.

3.3 Exemple 3

Un hydrogel d’acide hyaluronique réticulé est préparé a partir d’un acide hya-
luronique de haut poids moléculaire 4MDa et du BDDE dans une solution aqueuse de
soude a 0,25M. Le polysaccharide réticulé présente un taux de réticulation de 2% et
une concentration de 15 mg d'acide hyaluronique par gramme de produit. Du tampon
phosphate PBS et une solution d’HCI 1N sont ensuite ajoutés au polysaccharide
réticulé jusqu’a obtenir un pH de 7,3 £ 0,5. L hydrogel obtenu est homogénéisé au
moyen d’un agitateur tridimensionnel. Le mélange est dialysé.

Aux hydrogels obtenus, sont ensuite ajoutées :

- une solution de hyaluronate de sodium de haut poids moléculaire en tant que lu-
brifiant (méme quantité dans les différents mélanges) ;

- une solution aqueuse de chlorhydrate de lidocaine pour obtenir 0,3% en poids de
chlorhydrate de lidocaine par rapport au poids de I’hydrogel final ;

- éventuellement une solution d’acide citrique.

Pour les hydrogels E2 et E3, la solution d’acide citrique est ajoutée au méme moment
que la solution d'anesthésiant, la solution d’acide citrique et la solution d’anesthésiant
étant ajoutées apres addition de la solution de hyaluronate de sodium de haut poids mo-
léculaire.

Une solution d’acide citrique est préparée. L'acide citrique (sous forme de poudre)
est d'abord dissout dans du tampon phosphate puis, du NaOH 5M est ajouté pour
ajuster le pH a un niveau physiologique. L'objectif est de faire une solution concentrée
100 fois par rapport a la concentration réelle souhaitée dans I’hydrogel final. Cela
permet d'éviter un trop fort effet de dilution de I’hydrogel di a 'ajout de la solution
d’acide citrique.

Les produits obtenus (hydrogels E1, E2 et E3) ont été tamis€s de I’ordre du micron
puis conditionnés en seringue.

Enfin, les produits ont été stérilisés a 1’autoclave (température au plateau comprise
entre 121°C et 135°C avec FO > 15).

Avant et apres stérilisation, les hydrogels E1-E3 ont été analysés. Le module
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élastique G’ et I'angle de phase 0 ont ét€ déterminés. Les résultats sont présentés dans
le Tableau 3 ci-dessous.
[0218] [Tableaux3]

Hydrogels El E2 E3
Concentration molaire en ions |0 3,06 7,65
citrates (mM) dans I’hydrogel

final

G’ (1Hz) avant stérilisation 127,5 130,2 123,9
G’ (1 Hz) a TO mois (apres sté- 70,3 90,0 103,9
rilisation)

G’ (1 Hz) a T2 mois (apres sté- |61,0 86,9 99.8
rilisation)

AG’ (%)} -13,2 -3,4 -3,9

[0219]  Tableau 3
[0220] 'AG’ (%)=(G T 2mois — G’ TOAG’ TO) *100
[0221]  Apres 2 mois a 40°C, les hydrogels E2 et E3 préparés a partir d’un procédé selon

I’invention comprenant une étape d’addition d’une solution comprenant des ions

citrates présentent une mineure modification de leurs propriétés rhéologiques par

rapport a I’hydrogel E1 préparé par un procédé équivalent sans addition d’une telle

solution.
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Revendications

Procédé de préparation d’un hydrogel stérile comprenant un poly-
saccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé, ou leur mélange, le
procédé comprenant les €tapes suivantes :

(1) préparation d’un hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé, un
polysaccharide non réticulé, ou leur mélange, et comprenant en outre au
moins 1 mM d’ions citrates ; et

(2) stérilisation, de préférence a la chaleur, de I’hydrogel comprenant au
moins 1 mM d’ions citrates pour obtenir un hydrogel stérile comprenant
un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur
mélange.

Procédé selon la revendication 1 dans lequel 1’étape (1) comprend
I’addition, au polysaccharide réticulé ou au polysaccharide non réticulé
ou a leur mélange, d’une solution comprenant des ions citrates en une
quantité suffisante pour atteindre une concentration en ions citrates d’au
moins 1 mM dans I’hydrogel.

Procédé selon la revendication 1 dans lequel 1’étape (1) comprend
I’addition, au polysaccharide réticulé ou au polysaccharide non réticulé
ou a leur mélange, d’ions citrates sous forme de poudre en une quantité
suffisante pour atteindre une concentration en ions citrates d’au moins 1
mM dans ’hydrogel.

Procédé selon la revendication 2 dans lequel la solution comprenant des
ions citrates a un pH allant de 6,8 4 7,8.

Procédé selon la revendication 2 ou 4 dans lequel la solution
comprenant des ions citrates est une solution d’acide citrique, de
préférence une solution d’acide citrique dans un tampon physiolo-
giquement acceptable.

Procédé selon la revendication 5 dans lequel le tampon physiolo-
giquement acceptable est un tampon phosphate.

Procédé selon 1’une quelconque des revendications 2 a 6 dans lequel la
quantité des ions citrates ajoutée a I’hydrogel permet d’atteindre une
concentration en ions citrates allant de 1 a 12 mM dans 1’hydrogel.
Procédé selon I’une quelconque des revendications 2 a 7 dans lequel
I’étape (1) de préparation d’un hydrogel comprend une ou plusieurs des

étapes conventionnelles suivantes :

- Ajustement du pH;

- Dilution;
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- Purification;
- Addition d’au moins un composant additionnel;

- Homogénéisation.

Procédé selon la revendication 8 comprenant une étape de dilution et/ou
une étape d’addition d’au moins un composant additionnel, dans lequel
les ions citrates sont ajoutés lors de 1’étape de dilution et/ou lors de
I’étape d’addition d’au moins un composant additionnel.

Procédé selon la revendication 1 dans lequel I’étape (1) comprend les
étapes suivantes :

(a) préparation d’un polysaccharide réticulé a partir d’un milieu ré-
actionnel de réticulation comprenant un ou plusieurs polysaccharide(s),
un ou plusieurs agent(s) réticulant, un solvant et des ions citrates en
quantité suffisante pour permettre la préparation d’un hydrogel a base
d’un polysaccharide réticulé comprenant au moins 1mM d’ions citrates ;
(b) préparation d’un hydrogel a partir du polysaccharide réticulé

obtenu a I’issue de I’étape (a) et éventuellement d’un polysaccharide
non réticulé.

Procédé selon 1’une quelconque des revendications 1 a 10 dans lequel le
polysaccharide est un acide hyaluronique.

Procédé selon I’une quelconque des revendications 1 & 11 comprenant
en outre une étape de conditionnement de 1’hydrogel, de préférence dans
un dispositif d’injection, apres 1’étape (1) et avant I’étape (2).

Procédé selon I’une quelconque des revendications 1 a 12 dans lequel la
stérilisation est une stérilisation a la chaleur, de préférence réalisée en
autoclave.

Hydrogel stérile comprenant un polysaccharide réticulé, un poly-
saccharide non réticulé ou leur mélange, en particulier un acide hya-
luronique réticulé, un acide hyaluronique non réticulé ou leur mélange,
obtenu par le procédé selon I’une des revendications 1 a 13.

Utilisation des ions citrates pour protéger un hydrogel comprenant un
polysaccharide réticulé, un polysaccharide non réticulé ou leur mélange,
en particulier un acide hyaluronique réticulé, non réticulé ou leur
mélange, et éventuellement un agent anesthésiant, de la dégradation de
ses propriétés rhéologiques lors de sa stérilisation, de préférence par la
chaleur.

Utilisation des ions citrates pour préserver la stabilité dans le temps d’un
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hydrogel comprenant un polysaccharide réticulé, un polysaccharide non
réticulé ou leur mélange, en particulier un acide hyaluronique réticulé,

non réticulé ou leur mélange, et éventuellement un agent anesthésiant.
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