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Utilisation de collagéne réticulé par un agent de réticulation pour la fabrication d’'une membrane suturable,
biocompatible, a résorption lente, ainsi qu’une telle membrane.

Linvention concerne I'utilisation de collagéne réticulé
pour la fabrication d’'une membrane suturable, biocompati-
ble a résorption lente.

Comme collagéne, il peut s’agir de collagéne natif en
particulier de type | ou de type lll, d’atélocollagéne ou un
mélange de collagéne ou d'atélocollagéne avec un glyco-
saminoglycanne.

Cette membrane est suturable, biocompatible et a ré-
sorption lente, ce qui permet de I'utiliser pour réaliser une
régénération tissulaire guidée.
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Utilisation de collagéne réticulé par un agent de réticulation

pour Lla fabrication d'une membrane suturable, biocompatible, a

résorption lente, ainsi qu'une telle membrane.

L'invention concerne essentiellement L'utilisation de
collagéne réticulé par un agent de réticulation pour La fabrication
d'une membrane suturable, biocompatible, & résorption lente, ainsi
qu'une telle membrane. Une telle membrane peut &tre avantageusement
utilisée pour la régénération tissulaire guidée.

Le concept de régénération tissulaire guidée a été récem—
ment développé par Nieman et implique en pratique Ll'usage d'un
matériau biocompatible capable de séparer in vivo deux populations
cellulaires.

Le principe en est le suivant :

lorsqu'un espace vide est ménagé au sein d'un tissu
vivant, celui-ci est comblé par La Llignée cellulaire adjacente a ce
vide Lla plus rapide & se multiplier, sauf si L'accés est volontai-
rement Limité & un unique type cellulaire qui alors colonisera seul
le vide & combler.

Ce principe est mis & profit dans la régénération tissu-
laire guidée pour orienter la réparation des tissus lésés dans Lle
sens souhaité par le clinicien.

Ainsi, par exemple, dans le cas de la parodontologie, il
est trés difficile d'obtenir une réparation du tissu Lligamentaire
périradiculaire Lor;que celui-ci a été lésé. En effet, Lbrs des
processus de cicatrisation du parodonte, L'épithélium se régénere
plus rapidement que le ligament et il a tendance & prendre la place
de celui-ci.

La technique de régénération tissulaire guidée utilisée
dans ce cas consiste & isoler la zone normalement occupée par Lle
Ligament, de fagon & la rendre inaccessible & L'épithélium. Cette
opération peut &tre réalisée & L'aide d'un matériau biocompatible

implanté dans les tissus. La description d'un tel matériau fait

.L'objet de La présente invention.

A ce jour, deux types de produits sont connus pour é&tre

utilisés dans le but de cette régénération tissulaire guidée.



05

10

15

20

25

30

35

2679778

On connait tout d'abord les membranes de polytétrafluoro-
éthytléne expansé commercialisées sous la marque Gore-Tex R, qui ne
sont pas résorbables. Elles ont L'avantage de demeurer intactes
tout au long du temps de leur implantation et remplissent ainsi
parfaitement le rdle de barriére qu'elles ont a jouer.

Toutefois, elles ne peuvent pas &tre laissées en place
indéfiniment et elles nécessitent deux interventions chirurgicales,
une premiére pour poser Lle matériau, une seconde six a
huit semaines plus tard, pour le déposer une fois le phénoméne de
régénération initié.

D'autre part, les membranes résorbables composées de
collagéne ou d'autres polyméres comme les polyglycolates ne néces-—
sitant pas d'intervention d'ablation car elles sont éliminées par
résorption.

Cependant, Lleur temps de résorption est relativement
court et elles ne permettent pas dans tous les cas d'initier une
régénération suffisante car elles demeurent intactes trop peu de
temps.

La présente invention a donc pour but de fournir un
nouveau matériau de membrane de régénération tissulaire guidée qui
soit suturable, biocompatible et a résorption lente.

La présente dnvention a encore pour but de fournir un
procédé particulier- de fabrication du matériau de base de telles
membranes.

La présente invention permet de résoudre ce probléme
technique pour La premiére fois, d'une maniére simple, fiable, peu
colteuse, utilisable & L'échelle industrielle et médicale.

Ainsi, selon un premier aspect, lLa présente invention
fournit une utilisation de collagéne réticulé par un agent de réti-
culation pour La fabrication d'une membrane suturable, biocompa-
tible & résorption lente.

Selon une variante de réalisation, le taux de réticula-

‘tion est tel qu'il apparait une augmentation d'au moins 15°C  dans

la température de dénaturation du collagéne par rapport au

\ . . . 0
collagéne natif, et encore mieux d'au moins 207°C.
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L'agent de réticulation peut &tre choisi parmi tout agent
de réticulation de collagéne connu. Il peut par exemple s'agir
d'une aldhéhyde comme une dialdéhyde, en particulier la glutaral-
déhyde. Mais, de préférence, L'agent de réticulation est cons-—
titué par Lle diphénylphosphorylazide (en abrégé DPPA).
Contrairement & la plupart des autres agents réticulants, le DPPA
induit la réticulation et ne se fixe pas sur le matériau.

Le procédé de réticulation Lui-méme est bien connu a
L'homme de L'art. Pour un procédé de réticulation au DPPA, on peut
se reporter a une demande antérieure du déposant publiée sous Le
n® FR-A-2 645 870, qui est incorporée ici par référence.

Comme collagéne, on peut utiliser du collagéne natif, en
particulier de type I ou de type III.

Selon une variante de réalisation particuliére, on peut
aussi wutiliser de [L'atélocollagéne, bien que cela soit moins
préféré. .

Selon un autre mode de réalisation particulier, on uti-
lise un mélange de <collagéne ou atélocollagéne et de
glycosaminoglycannes, ce mélange étant réticulé par Ll'agent de
réticulation.

Selon une varijante de réalisation particuliérement avan-
tageuse de L'utilisation selon L'invention, on peut fabriquer une

membrane mixte comprenant une couche de collagéne réticulée et une

_couche de mélange collagéne ou atélocollagéne-

glycosaminoglycannes, ces deux couches étant réticulées par
L'agent de réticulation précité.

Selon une autre variante de réalisation avantageuse, Lla
membrane précitée est réalisée poreuse en ayant ainsi L'aspect
d'une éponge en ayant été préparée par une étape de lyophilisation
d'un gel de départ.

Selon un deuxiéme aspect, la présente invention couvre
également une membrane suturable, biocompatible a résorption lente,
comprenant du collagéne, caractérisée en ce qu'elle comprend du
collagéne réticulé par un agent de réticulation.

Selon une variante de réalisation, le taux de réticula-
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tion est prévu pour obtenir une augmentation d'au moins 15°C dans
la température de dénaturation du collagéne réticulé par rapport au
collagéne natif, encore mieux d'au moins 20°C. L'agent de
réticulation préféré est le diphénylphosphorylazide, en abrégé DPPA.

Selon wune variante de réalisation avantageuse, le colla-
géne est un collagéne natif de type I ou de type III.

Selon une autre variante de réalisation, le collagéne est
de l'atélocollagéne.

Selon une autre variante de réalisation, le collagéne ou
L'atélocollagéne est mélangé & un glycosaminoglycanne avant
réticulation de L'ensemble par l'agent de réticulation précité.

Selon une autre variante de réalisation particuliére de
la membrane, celle-ci est poreuse notamment en ayant été préparée
par une étape de lyophilisation & partir d'un gel de départ.

Selon wune autre variante de réalisation, cette membrane
comprend au moins deux couches, une premiére couche de collagéne
réeticulé et wune deuxiéme couche d'un mélange collagéne ou
atélocollagéne-glycosaminoglycannes.

Comme glycosaminoglycannes, dans le cadre de la présente
invention, on peut utiliser avantageusement un glycosaminoglycanne
de structure, en particulier L'acide hyaluronique, le chondroitine-
4-sulfate, le chondroitine-6-sulfate, Lle dermatane-sulfate,
L'héparane-sulfate, le kératane-sulfate, L'héparine et ses dérivés,
en particulier les héparines de bas poids moléculaire compris entre
environ 2 000 et environ 10 000.

La proportion relative de glycosaminoglycannes relative~
ment au'coLLagéne ou a lL'atélocollagéne est de préférence comprise
entre 18 et 25 %Z.

Le mélange du glycosaminoglycanne avec le collagéne ou
L'atélocollageéne a Llieu sous forme de solution. Par exemple, Lle
glycosaminoglycanne est sous forme d'une solution aqueuse de glyco-
saminoglycannes contenant de 0,5 & 4 % en poids, plus particuliére-
ment de 0,5 @ 2 % en poids et encore de préférence environ 1 % de
glycosaminoglycannes. De méme, le collagéne ou L'atélocollagéne

peut étre sous forme d'une solution aqueuse ayant une concentration
q



05

10

15

20

25

30

35

2679778

entre 0,5 et 2 % en poids et encore de préférence environ 1 £ en
poids de collagéne ou d'atélocollagéne. La solution de collagéne ou
d'atélocollagéne peut étre préparée selon L'invention par dissolu~-
tion de fibres de collagéne ou d'atélocollagéne dans une solution
aqueuse légérement acide. En particulier, il peut s'gir d'une solu-
tion aqueuse d'acide acétique 0,1 M.

On peut prévoir d'amener le mélange de collagéne, ou
d'atélocollagéne, et de glycosaminoglycannes & un pH voisin de Lla
neutralité et en particulier a un pH compris entre 6,5 et 8. On
peut utiliser & cet effet une solution aqueuse d'hydroxyde de
sodium.

Selon un troisiéme aspect, la présente invention concerne
un procédé spécifique de préparation du collagéne de départ.

Ce procédé comprend La préparation d'un gel de collagéne
caractérisé en ce qu'on réalise une coagulation de ce gel par un
agent coagulant comprenant une solution ammoniacale ayant de préfé-
rence un effet déshydratant.

Selon un mode de réalisation avantageux de ce procédé de
coagulation, Lla solution ammoniacale est une solution ammoniacale
organique utilisant de L'acétone comme agent déshydratant. On
observe en effet un effet de synergie par la combinaison acétone/
ammoniaque pour Lla coagulation du gel et pour L'élimination de
L'eau présente dans le gel.

On préfére une proportion relative acétone/ammoniague
comprise entre 50/50 et 80/20 en volume, une proportion volumique
encore particuliérement préférée est 70/30 d'acétone/ammoniaque.

Selon une variante de réalisation avantageuse, Llorsque
les quantités de gel & coaguler sont relativement importantes, on
réalise un renouvellement de la solution coagulante en cours de
coagulation.

Selon wune variante de réalisation particuliére, le gel
est coulé a travers une filiére de section et de forme appropriée
pour obtenir un gel coagulé de forme appropriée. Lorsque la section
de Lla filiére est rectangulaire, on obtient ainsi un film qui par

la suite va constituer la membrane.
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Le gel coagulé obtenu peut ensuite &tre soumis & une
réticulation par L'agent de réticulation précité.

D'autres variantes de réalisation du procédé apparaissent
également en relation avec les aspects précédents de L'invention.
En particulier, le collagéne peut &tre du collagéne natif, en
particulier de type I ou de type III, ou encore &tre en pratique de
L'atélocollagéne, c'est-a-dire du collagéne débarrassé de ses
télopeptides. En outre, Lle collagéne peut &tre mélangé avec un
glycosaminoglycanne.

On comprend ainsi que L'invention permet d'aboutir & tous
les avantages techniques déterminants précédemment énoncés ainsi
qu'aux avantages techniques qui apparaitront a L'homme de L'art 2
partir de la description explicative suivante de L'invention faite
en référence a deux modes de réalisation actuellement préférés de
L*invention donnés simplement & titre d'illustration et qui ne
sauraient donc en aucune fagon lLimiter la portée de L|'invention.
Dans les exemples, les pourcentages sont donnés en poids, sauf

indication contraire.

Exempte 1
Préparation d'une membrane de collagéne simple réticulée

A - Extraction du collagéne natif et préparation du gel :

Un gel est préparé a partir de peaux de veaux préalable-
ment Llavées et épilées par un mélange de chaux-sulfure (chaux :
4 %, sulfure de sodium : 3 %).

Elle est ensuite déchaulée dans un bain contenant du
chlorure d'ammonium (2 %) et du métalisulfite de sodum (0,5 %).
Elle est ensuite neutralisée, puis les sels sont éliminés par deux
lavages a L'eau. Elle est alors broyée, puis lavée par du tampon
phosphate pH 7,8 (dihydrogénophosphate de potassium 0,78 g/l et
monohydrogénophosphate  disodique 21,7 g/l). Le phosphate est
ensuite éliminé par deux lavages successifs a L'eau permutée.

Le broyat est alors acidifié par une solution d'acide
acétique a 10 %, la quantité d'acide acétique étant de 5 % par

rapport au collagéne. Le broyat est alors malaxé afin d'obtenir une
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pate homogéne. Cette pate est ensuite diluée pour obtenir un gel

ayant une concentration de 0,75 % en collagéne natif.

B - Préparation du film

Le gel obtenu est dégazé sous vide puis coulé dans un
bain coagulant & travers une filiére rectangulaire dont la section
a une hauteur de 0,5 mm. La solution coagulante est un mélange
acétone/ammoniaque (V/V 70/30) qui est renouvelé tous les 250 ml de
gel.

Le film obtenu est alors séché a L'air & température
ambiante sur un support plastique en polytétrafluoroéthyléne. Une

fois sec, le film est aisément décollé de son support.

C - Réticulation du film

Le film est alors placé pendant 24 h a 4°C dans une solu-
tion de diméthylformamide (DMF) contenant 0,5 % de diphénylphospho-
rylazide (DPPA), la concentration étant exprimée en volume. Le DPPA
est éliminé de la membrane par ringage dans une solution de tampon
borate pH 8,9 (tétraborate de sodium 0,04 M, acide borique 0,04 M).

La membrane est alors incubée pendant 15 h dans la solu-
tion tampon borate pH 8,9, puis rincée 5 fois a L'eau désionisée
avant d'étre placée dans une solution de glycérol a 10 %Z.

Elle est alors séchée & L'air et stérilisée par radiation
Y & une dose de 25 kGy (kilogray). Les températures de début et
de fin de dénaturation du collagéne de cette membrane sot

respectivement 64 et 80°c.

Exemple 2
Préparation d'une membrane mixte de collagéne
glycosaminoglycanne réticulé

A - Extraction du collagéne natif et préparation du gel

Un gel est préparé a partir de peaux de veaux préalable-

ment Llavées et épilées par un mélange de chaux-sulfure (chaux :

4 %, sulfure de sodium : 3 %).

ELle est ensuite déchaulée dans un bain contenant du
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chlorure d'ammonium (2 %) et du métalisulfite de sodum (0,5 %).
Elle est ensuite neutralisée, puis les sels sont éliminés par deux
lavages a L'eau. Elle est alors broyée, puis lavée par du tampon
phosphate pH 7,8 (dihydrogénophosphate de potassium 0,78 g/l et
monohydrogénophosphate  disodique 21,7 g/l). Le phosphate est
ensuite éliminé par deux lavages successifs a L'eau permutée.

Le broyat est alors acidifié par une solution d'acide
acétique a 10 %, la quantité d'acide acétique étant de 5 % par
rapport au collagéne. Le broyat est alors malaxé afin d'obtenir une
pate homogéne. Cette pate est ensuite diluée pour obtenir un gel

ayant une concentration de 0,75 % en collagéne natif.

B - Préparation du chondroitine-4-sulfate

Des cloisons nasales d'agneau débarrassées des tissus
musculaires et adipeux sont hachées et broyées par extrusion a
travers une grille comportant des trous de 4 mm ; le broyat est
placé pendant 24 h & une température de 6°C dans un tampon de
chlorure de potassium (11,8 g/L de KCL, 78,8 mg/l de cystéine, ETDA
180 mg/Ll) renfermant 1 % de papaine '"MERCK". La proportion étant de
130 g de broyat pour 1 L de tampon.

Le surnageant est séparé du culot par centrifugation en
continu & L'aide d'une décanteuse tournant a8 4 000 tr/min. Au
surnageant, sont alors ajoutés 40 g/l d'acide trichloracétique. Le
précipité est éliminé par centrifugation en continu selon Lla
technique précédente. Le surnageant est neutralisé & L'aide de
soude en pastille. Le mélange est alors dialysé contre de L'eau
désionisée et stérile & L'aide de boyaux dont le seuil de coupure
est compris entre 6 000 et 8 000 daltons. La solution dialysée est

Lyophilisée. Le chondroitine-4-sulfate est obtenu & Ll'état sec.

C - Préparation de L'éponge collagéne chondroitine-4-sulfate

A 1L de get 3 0,75 % de collagéne, sont ajoutés 1,87 g
de chondroitine-4-sulfate. Aprés neutralisation, le mélange est
agité puis Llyophilisé. L'éponge obtenue est pressée pendant 15 s

sous une pression de 150 bars.
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D - Préparation de la membrane mixte

Le gel de collagéne & 1 % est coulé sur L'éponge compri-
mée & Ll'aide d'une filiere dont la section a une hauteur de
0,3 cm. 10 mL de gel sont déposés sur 35 cm2 d'éponge. La membrane

ainsi réalisée est séchée & L'air Libre.

E - Réticulation chimique de la membrane

La membrane séchée est incubée pendant 24 h a 4°C dans
une solution de DMF contenant 0,5 % de DPPA, la concentration étant
exprimée en volume. Le DPPA est éliminé de la membrane par ringage
dans une solution de tampon borate pH 8,9 (tétraborate de sodium
0,06 M, acide borique 0,04 M). La membrane est alors incubée
pendant 15 h dans la solution tampon borate pH 8,9, puis rincée
5 fois & L'eau désionisée avant d'étre placée dans une solution
aqueuse de glycérol a 10 Z%.

La membrane est ensuite séchée & L'air et stérilisée par
radiation Y 2 une dose de 25 kGy (kilogray). Les températures de
début et de fin de dénaturation du collagéne de cette membrane
sont respectivement 60 et 85°c.

Les membranes selon L'invention peuvent &tre utilisées
comme un matériau de régénération tissulaire guidé, de préférence
en chirurgie dentaire pour réaliser par exemple le comblement des
poches parondontales, le réhaussement des crétes maxillo-mandibu~
laires, la régénération osseuse périimplantaire.

Les poches parondontales sont des pertes osseuses
dentaires périradiculaires secondaires a une attaque bactérienne
des tissus de soutien de la dent.

Elles sont caractérisées par une perte de La substance
osseuse normalement présente autour de la racine de la dent et qui
a pour mission de la soutenir sur La machoire.

Dans ce cas, pour utiliser La membrane de collagéne, Lle

praticien réalise un lambeau d'épaisseur totale pour exposer Lla

‘Lésion osseuse. Il applique la membrane sur Ll'os de fagon & recou-

vrir complétement le défaut et & avoir un léger dépassement coro-

naire. Il referme enfin Lle lambeau en le suturant de fagon a
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10

laisser dépasser trés légérement La membrane dans le sulcus.

L'intervention peut &tre également réalisée avec L'emploi
concommitant de biomatériaux et comblement osseux. Cette technique
permet une réparation des tissus lésés en 4 & 8 mois.

L'édentation d'une zone buccale s'accompagne souvent de
pertes osseuses importantes. Le chirurgien peut récupérer ces
pertes en employant La membrane sur L'os de fagon & recouvrir et
déborder Lla perte, en prenant soin de donner & l'espace & recons-
truire entre la membrane et L'os la forme souhaitée pour la recons-
truction et au besoin de maintenir cette forme par l'emploi sous~
jacent & la membrane d'un matériau compatible avec Lla repousse
osseuse. Il referme enfin soigneusement le lambeau pour obtenir une
reconstruction en 4 & 8 mois.

L'implantation chirurgicale de racines métalliques arti-
ficielles biocompatibles ou implants dentaires dans L'os des
machoires édentées est une technique Llargement utilisée en
chirurgie dentaire.

Il arrive souvent que ces implants soient posés dans des
conditions qui ne leur permettent pas d'étre en contact avec L'os
sur toute Leur surface radiculaire, cet os manquant & certains
endroits.

Cette fois encore, L'emploi de membranes de collagéne va
permettre au chirurgien de réparer le défaut osseux contigu &
L'implant.

IL Llui suffira dans ce cas de recouvrir la zone osseuse
ol est posé L'implant avec une membrane, avant de refermer Le
Llambeau lLevé en début d'intervention pour obtenir une parfaite
ostéintégration de L'implant en 3 & 6 mois.

La présente invention couvre tous les moyens consistant
en des équivalents techniques des moyens décrits ainsi que Lleurs
diverses combinaisons.

Par ailleurs, L'invention couvre toute caractéristique
qui apparait étre nouvelle relativement a un état de la technique
quelconque, qui résulte de la description précédente prise dans son

ensemble.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation de collagéne réticulé par un agent de
réticulation, pour La fabrication d'une membrane de régénération
tissulaire guidée suturable, biocompatible & résorption Llente.

2. Utilisation selon La revendication 1, caractérisée en
ce que le collagéne de départ est & L'état coagulé par suite d'une
coagulation d'un gel de collagéne par un agent coagulant.

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracté-
risée en ce qu'il s'agit de collagéne natif, en particulier de type
I ou de type III.

4. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracté-
risée en ce qu'il s'agit d'atélocollagéne.

5. Utilisation selon L'une des revendication 1 & 4,
caractérisée en ce que Lle collagéne, ou L'atélocollagéne est
mélangé & un glycosaminoglycanne.

6. Utilisation selon L'une des revendications 1 a 5,
caractérisée en ce que le taux de réticulation est prévu pour
obtenir une augmentation d'au moins 15°¢ dans la température de
dénaturation du collagéne réticulé par rapport au collagéne natif,
et encore mieux d'au moins 20°¢.

7. Utilisation selon L'une des revendications 1 a 6,
caractérisée en ce que L'agent de réticulation est le diphénylphos-
phorylazide, en abrégé DPPA.

8. Membrane de régénération tissulaire guidée suturable,
biocompatible a résorption lente, comprenant du collagéne, caracté-
risée en ce que lLe collagéne estréticulé par un agent de réticula-
tion.

9. Membrane selon la revendication 8, caractérisée en ce
que Lle collagéne est tel que défini & L'une des revendications 2 &
7.

10. Membrane selon la revendication 8 ou 9, caractérisée
en ce qu'elle comprend au moins deux couches, une premiére couche
de collagéne réticulé, et une deuxiéme couche d'un mélange de

collagéne ou d'atélocollagéne et de glycosaminoglycanne réticulé.
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11. Procédé de coagulation de collagéne pour la prépara-
tion de collagéne coagulé selon l'une des revendications 2 a 7,
caractérisé en ce qu'on coagule un gel de collagéne par un agent
coagulant comprenant une solution ammoniacale, ayant de préférence
un effet déshydratant.

12. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce
que la solution ammoniacale est réalisée avec un solvant comprenant
de L'acétone, & effet déshydratant.

13. Procédé selon la revendication 12, caractérisé en ce
que Lla proportion relative acétone/ammoniac, en volume, est
comprise entre 50/50 et 80/20, de préférence d'environ 70/30.

14. Procédé selon L'une des revendications 11 a 13,
caractérisé en ce que, lLorsque les quantités de gel & coaguler sont
trop importantes, on réalise un renouvellement de Lla solution
coagulante en cours de coagulation.

15. Procédé selon L'une des revendications 11 a 14,
caractérisé en ce que le gel est coulé & travers une filiére de
section et de forme appropriées, en particulier de section

rectangulaire pour obtenir un film.
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