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Introduction Générale






La biominéralisation est le processus par lequel un organisme vivant va induire la
formation d’un minéral. Plus de 60 types de minéraux sont répertoriés, et ces derniers peuvent
aussi bien se déposer de facon intracellulaire (comme par exemple de 1’or, ou des oxydes et
oxo-hydroxides de fer), que de fagon extracellulaire (comme de la silice, du carbonate de
calcium, du phosphate de calcium etc.). Les fonctions de ces minéraux sont d’une grande
diversité. Ainsi, les minéraux intracellulaires assurent des fonctions telle la perception de la
gravité, I’élimination d’especes toxiques, ou encore 1’orientation selon le champ magnétique
terrestre. De leur coté, les minéraux extracellulaires se trouvent généralement sous la forme
d’un endo- ou d’un exosquelette, assurant principalement des fonctions mécaniques (i.e.

protéger et/ou supporter le corps de 1’individu).

Ces fonctions mécaniques sont induites par la synergie entre la phase minérale et
la phase organique (i.e. polypeptides, polysaccharides, et polypeptides—saccharides).
L’association intime de ['une avec ’autre conduit a un matériau composite complexe issu de
millions d’années d’évolution. Outre le fait que ces matériaux composites biologiques soient
une source d’inspiration intense pour les chimistes des matériaux, comprendre leurs processus
de formation reste un axe majeur de recherche fondamentale. Ainsi, bien que de nombreux
¢clairages sur ces processus de formation aient été apportés au cours de ces 4 dernieres
décennies, de nombreuses questions persistent et notamment celles qui concernent la

minéralisation des tissus durs chez les vertébrés.

Au cours de cette thése, nous nous sommes particuliérement intéressés a la
minéralisation du tissu osseux. Le tissu osseux résulte de 1’organisation tridimensionnelle et
hiérarchique de ses deux briques ¢lémentaires : (i) des nanocristaux de phosphate de calcium,
sous forme d’apatite ; et (ii) une protéine fibreuse formée de chaines polypeptidiques, le
collagéne. Le tout est complété par un grand nombre de biomolécules, dont environ 200
protéines dites protéines non-collagéniques (PNCs), des cellules osseuses ainsi que de 1’eau.
Alors que cette organisation hiérarchique fait I’objet d’une description précise, aucun
consensus n’émerge pour décrire les processus conduisant a I’organisation 3D du minéral ou

les cristaux d’apatite sont co-alignés a longue distance selon leur axe cristallographique c.

Ainsi, deux raisons majeures font que la compréhension de la minéralisation
osseuse reste encore un défi de taille aujourd’hui. Premiérement, les techniques de
caractérisation usuelles rendent difficile l'exploration de la matiére minérale a 1’échelle

nanométrique, de méme que celle des interactions organo-minérales. Ensuite, le second



obstacle (et sans doute le principal) réside dans le fait que le tissu osseux est un tissu vivant.
Celui-ci est ainsi en perpétuelle évolution, avec une phase minérale qui se forme et se résorbe
continuellement sous I’action des cellules osseuses, rendant «les propriétés physico-
chimiques du minéral hétérogénes dans le temps et 1’espace » pour reprendre 1’expression de

Melvin Glimcher.

L’¢tude du tissu osseux nécessite donc la mise en ceuvre de techniques
d'investigation structurale multiples, permettant une exploration a plusieurs échelles. La
résonance magnétique nucléaire a 1’état solide (RMN) via son aptitude a sonder sélectivement
un ou plusieurs noyaux au sein de ce matériau composite complexe, est l'une d'entre elles. Son
autre avantage majeur pour ce type d'étude, est qu'elle permet une caractérisation directe d’un
¢chantillon d’os intact. La RMN est ainsi apparue comme un outil précieux pour 1’étude du
tissu osseux au début des années 80, et son utilisation n'a fait que s’amplifier au fil des
années. En effet, elle est capable d'apporter des informations particuliérement pertinentes
concernant la structure de la composante minérale, mais également la nature des interfaces

organo-minérales présentes au sein du tissu osseux.

Cette these traite de la caractérisation structurale de la phase minérale a 1’aide de
I’outil RMN. Alors que le cceur des cristaux d’apatite est relativement bien décrit (avec une
structure cristalline proche de 1’hydroxyapatite Cas(PO4);(OH)), les connaissances dont nous
disposons concernant la surface de ces particules sont encore trés minces. L’étude de cette
surface est de premier intérét puisque c’est elle qui est exposée aux autres composants du tissu
osseux (collagéne, protéines non collageniques (PNCs), cellules et molécules d’eau), et ses
propriétés physico-chimiques conditionnent donc les interfaces misent en jeu avec ces
derniers. D’un point de vue de la science des matériaux, il est connu que I’interface entre une
phase organique et une phase minérale (plus précisément 1’interaction de I'une avec I’autre),
joue un role important lorsque le matériau subit des contraintes mécaniques. Et d’un point de
vue de la biominéralisation, il est clair que les interactions de cette surface avec les
biomolécules et les molécules d’eau environnantes influencent la formation et 1’organisation

3D du minéral.

. , . . . . 1 1

Des techniques RMN basées sur ’interaction dipolaire 'H-"'P, telle que la
polarisation croisée, ont été utilisées a nombreuses reprises au cours de cette thése en raison
de leur capacité a sonder des proximités spatiales. Ceci nous a tout d'abord permis de

confirmer la présence au sein du tissu osseux d'un domaine non-apatitique de surface, déja



propos¢ dans la littérature. Grace a 1’étude d’échantillons d’os frais, celles-ci nous ont ensuite
permis d’étudier les propriétés d’hydrophilie de ce domaine non-apatitique en surface du
minéral osseux. Pour étayer nos résultats, nous les avons comparés a ceux d’un échantillon
d’os sec, ainsi qu’a ceux de plusieurs échantillons de référence (apatite stoechiométrique,
apatites biomimétiques, phosphate de calcium amorphe, brushite et monétite) secs ou mouillés

artificiellement.

Nous avons, pour la toute premiére fois a partir d’un échantillon d’os intact,
examiné la continuité entre ce domaine non-apatitique de surface et le cceur apatitique du
minéral osseux. Les résultats obtenus ont une fois encore ¢été renforcés par comparaison avec
le comportement d’échantillons de référence, dont des apatites biomimétiques, et un mélange
physique composé d’une apatite steechiométrique et d’un phosphate de calcium amorphe.
Cette démarche a ét¢ complétée par des expériences de microscopie électronique en

transmission a haute résolution, afin de visualiser directement une telle couche de surface.

Un effort a également été fourni pour €tudier la composition chimique de ce
domaine non-apatitique de surface. La encore, une technique basée sur la polarisation croisée
"H—3'p a été utilisée afin de discriminer les ions PO43 " des ions HPO42'. Des analogues de
synthése du minéral osseux enrichis respectivement en °C et en “*Ca ont aussi été synthétisés,
et des expériences RMN mettant en jeux les couplages dipolaires hétéronuclaires "H-""C et
'H-*Ca ont alors permis d'identifier clairement la présence d'ions carbonate et calcium au

sein du domaine non-apatitique.

Toutes les expériences décrites ci-dessus nous ont permis d’obtenir une meilleure
description de la surface du minéral osseux, ainsi que de ses interactions avec les molécules
d’eau du fluide extracellulaire. Une fois ces informations obtenues, nous avons essay¢ de
comprendre si I'eau pouvait jouer un role dans la structuration de la phase minérale. Grace a
des observations réalisées par microscopie €lectronique en transmission en mode cryogénique,
ainsi que des analyses de diffraction des rayons X aux grands angles (mode transmission),
nous avons mis en lumicre pour la toute premiere fois que ’interaction de la surface du
minéral avec des molécules d’eau jouait un rdle significatif sur I’interface minéral-minéral et

I’organisation 3D du minéral in vivo.



Le manuscrit de cette thése s'articule donc de la fagon suivante :

Le chapitre I est un chapitre consacré entierement aux données bibliographiques existant
sur le tissu osseux; ou y sont décrits en détails : (i) ses composants ; (ii) son organisation
hiérarchique ; ainsi que (7ii) les principes de sa biominéralisation.

Le chapitre II s’articule autour d’études d’un échantillon d’os frais ainsi que d’une série
d’échantillons de référence, dans le but de déterminer 1’origine du caractére hydrophile
du minéral osseux.

Le chapitre III est consacré a la caractérisation structurale et chimique de la couche
minérale en surface du minéral osseux.

Le chapitre IV est consacré a 1’étude de 1’organisation 3D des cristaux d’apatite en

présence d’eau.






Chapitre I/

Le tissu osseux : le collagene, 1’apatite, la minéralisation
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Chapitre I/ Le tissu osseux : le collagene, ’apatite, la minéralisation

I-1 / Le Tissu Osseux

I-1-1) Généralités, Composition

Le tissu osseux est un tissu conjonctif qui, avec le cartilage, constitue
I’endosquelette des vertébrés [1], [2]. D’un point de vue mécanique, il supporte le poids du
corps permettant ainsi son déplacement en conjonction avec les muscles et les articulations, et
fournit également une protection aux organes internes. D un point de vue métabolique, il sert
comme réservoir ionique prenant ainsi part a ’homéostasie du fluide extracellulaire. Il est
également connu pour son role hématopoiétique [3] (i.e. la sécrétion et le renouvellement des
cellules sanguines) puisqu’il renferme la moelle osseuse. Enfin, d’un point de vue de la
science des matériaux, le tissu osseux est un matériau hybride minéral-organique (ce qui le
classe ainsi dans la catégorie des tissus durs) qui posséde une organisation trés sophistiquée.
La constance requise pour assurer les propriétés mécaniques du tissu osseux parait en
contradiction avec son besoin de versatilit¢ afin d’assurer ses fonctions métaboliques ; ce qui

traduit la grande complexité de ce tissu.

% massique
[ | minéral (apatite) 64
ii | collagéne de type I 22
il | eau 9
iv | protéines non-collagéniques 3
v | cellules 2

Tableau 1. Les constituants élémentaires du tissu osseux classés selon
leurs proportions massiques moyennes au sein de la partie médiane
d’un os long humain pour un individu d’dge adulte. Proportions tirées
de LeGeros [4].

Les constituants ¢lémentaires du tissu osseux, regroupés dans le Tableau 1, sont les suivants :

(i) Le composé majoritaire en masse est un minéral de phosphate de calcium carbonaté
(~64 % en masse), lequel cristallise sous la forme de nanocristaux adoptant une structure

d’apatite. Il s’agit de la phase cristalline la plus stable thermodynamiquement dans des
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conditions physiologiques parmi tous les phosphates de calcium [5], [6].

(ii) Le second constituant est une protéine polypeptidique, le collagene de type I (~22 %

de la masse totale et ~90 % de la masse protéique) qui adopte un arrangement fibrillaire.

(iii) Le troisiéme constituant est I’eau (~9 % en masse). Cette eau se trouve aussi bien
sous forme d’eau dite libre au sein du fluide extracellulaire, que sous forme d’eau physisorbée
a la surface du minéral ou bien en interaction avec des molécules organiques, mais également

en tant qu’eau de structure incorporée dans le réseau cristallin de I’apatite.

Ces trois constituants majoritaires que sont le minéral, le collagéne de type I et I’eau

seront présentés de maniére plus approfondie dans la suite de ce manuscrit.

(iv) Vient ensuite une multitude de macromolécules appelées protéines non-
collagéniques (PNCs) (~3 % en masse). On distingue plusieurs sortes de PNCs, dont environ
25 % d’entre elles sont de nature exogene puisqu’elles proviennent principalement du plasma
sanguin, et sont ainsi appelées protéines plasmatiques comme 1’albumine, la transferrine ou
encore 1’hémoglobine-f3 par exemple [7]. Le reste est au contraire produit par des cellules
ostéoformatrices (i.e. les ostéoblastes). Ainsi ces PNCs endogénes sont localisées au sein
méme de la matrice extracellulaire ou elles sont en interaction intime avec tous les acteurs de
la minéralisation osseuse. Il n’est pas étonnant dés lors qu’on les suspecte de jouer des roles
multiples et distincts a chaque étape, de la nucléation a la croissance du minéral, a la fagcon
avec laquelle le minéral se dépose puis s’organise au sein de la matrice de collagéne, ou bien
méme d’avoir également un role d’inhibition envers la précipitation du minéral [8]-[10]. De
plus, ces PNCs endogénes sont tellement nombreuses, de 1’ordre de 200 au sein d’un os bovin
par exemple [11], qu’il est difficile d’en dresser une liste exhaustive. On peut néanmoins les

classer selon trois catégories principales [7], [9] :

- Les protéines GLA, appelées de cette fagon car elles possédent un domaine riche en
résidus glutamate gamma-carboxylé (ou résidus GLA). Elles sont au nombre de trois :

I’ostéocalcine, la MGP (pour Matrix GLA Protein), et la GRP (pour GLA-Rich Protein).

- Les glycoprotéines, sont des hétéroprotéines constituées d’une partie polypeptidique sur
laquelle sont greffés des chainons formés de plusieurs oses ou dérivés d’oses. Cette
catégorie de PNC comprend [’ostéonectine, I’ostéopontine, la BSP (pour Bone
SialoProtein) ou la DMP-1 (pour Dentin Matrix Protein-1) par exemple. Les trois dernicres

sont appelées SIBLINGs (pour Small Integrin-Binding LIgand, N-linked Glycoproteins).
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- Les protéoglycanes, sont constituées d’une chaine polypeptidique sur laquelle sont greffées
des chaines linéraires glycosaminoglycanes (ou GAGs). Cette catégorie de PNC comprend

la décorine par exemple.

Les protéines GLA sont connues pour leur forte affinité a 1’égard du calcium des
cristaux d’apatite via leurs résidus glutamate gamma-carboxylé [12]. De maniére plus
inattendue, il a ¢été décelé¢ récemment qu’une protéine GLA comme 1’ostéocalcine,
exclusivement sécrété par les ostéoblastes au sein de 1’os, a également une fonction
endocrinienne régulant des fonctions physiologiques qui n’ont rien a voir avec le tissu
osseux ; comme stimuler la sécrétion d’insuline [13] ou encore favoriser la production de
testostérone [14]. De leur coté, les SIBLINGs, appelées également protéines acides car riches
en résidus acides aspartique et acides glutamique, jouent notamment un role dans 1’adhésion
des cellules a la matrice extracellulaire (MEC, voir ci-dessous), ainsi que comme support de
nucléation pour le minéral [8]. Un protéoglycane comme la décorine est connu pour sa
capacité a se lier au collagéne, régulant ainsi potentiellement 1’agencement tridimensionnel
des fibrilles. Parmi ces PNCs produites de fagon endogene, on trouve également un grand
nombre de ce que 1’on appelle des facteurs de croissance. Parmi eux, par exemple, les BMPs
(pour Bone Morphogenetic Proteins) ou les TGF-beta (pour Transforming Growth Factors),
lesquels ont des actions spécifiques sur 1’ostéogénése. L’ostéogénése correspond a la
I’¢laboration du tissu osseux, depuis I’activation des cellules progénitrices jusqu’a 1’étape
finale de minéralisation. Enfin, on trouve également plusieurs enzymes, comme la

phosphatase alcaline et la lysyl oxydase par exemple, lesquelles ont des roles importants dans

la fabrication des composants de la matrice extracellulaire.

(v) Puis finalement des cellules (~2 % en masse), dont certaines sont des cellules
osseuses en charge de la formation (les ostéoblastes) et de la résorption (les ostéoclastes) du
tissu alors que d’autres assurent la vascularisation et 1’innervation de I’édifice (cellules
endothéliales...), toutes alimentées par un réseau complexe de canalicules (i.e. canaux de

Havers et de Volkmann).

L’apatite (i), dont la caractérisation structurale et chimique sera 1’objet principal
de cette these, constitue a lui tout seul ce que 1’on appelle la matrice inorganique ; alors que le
collagene (ii) et les PNCs (iv) constituent eux la matrice organique. Les constituants (i), (ii),
(iii) et (iv) composent ensemble la matrice extracellulaire (MEC). Au sein de cette MEC, on

peut noter également la présence de petits composés ioniques tel le citrate, bien connu pour
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son fort pouvoir chélatant envers les ions calcium. Les proportions massiques regroupées dans
le Tableau 1 sont des valeurs moyennes au sein de la partie médiane d’un os long (os
cortical) de mammifere tel que I’homme chez un individu adulte. Ces valeurs sont indiquées a
titre informatif et ne sont assurément pas des valeurs absolues. En effet, la composition du
tissu osseux peut étre trés disparate et varier en fonction de I’espece, de 1’age et du régime
alimentaire de cette derniere, de la localisation du tissu ainsi que d’une éventuelle pathologie.
Ces disparités, quand elles sont naturelles et non pathologiques, rendent compte de la forte
adaptabilité¢ du tissu osseux a sa fonction biologique ou mécanique. A titre d’exemple, un
animal comme la gazelle a besoin d’étre agile afin de fuir face aux prédateurs. Cela nécessite
d’avoir des os plutdt 1égers et souples lesquels sont ainsi peu minéralisés, de 1’ordre de 50 %
en masse [15]. De ce fait, ce type d’os gagne en flexibilité [15], mais également en 1égereté
(la densité du collagéne est approximativement deux fois moindre que celle de 1’apatite i.e.
~1.3 g/em?). Au contraire, les os qui composent le museau d’une baleine ont une proportion
en minéral impressionnante proche de 96 % en masse [16], taux record au sein des vertébrés.
Ceci les rend donc beaucoup plus lourds afin de, on peut I’envisager, favoriser leur
immersion. Cependant, de maniere générale, les tissus osseux des mammiféres et des oiseaux
présentent de fortes similitudes. En revanche, chez les téléostéens (classe regroupant les
poissons possédant un squelette), les cas de figure sont bien plus complexes. En effet, par
exemple, il se trouve que la plupart de ces derniers possédent des arrétes qui ne contiennent
pas ou plus de cellules osseuses [16]. Tel est le cas pour le rostre (le prolongement rigide de la
téte) chez 1’espadon par exemple [16]. On se retrouve dans un cas particulier ou le tissu
osseux est quasiment inerte et la fagon avec laquelle le tissu fait fi de cette absence de cellules
est encore tres obscure. Ce n’est pas tout, certaines especes de reptiles, dont les lepidosauria

par exemple, possedent des os peu, voire pas du tout vascularisés [17].

Tréve de cas particuliers, place maintenant aux tissus osseux des mammiferes,
lesquels sont dits vivants car vascularisés et riches en cellules osseuses. Cela se traduit dans
un premier temps par une perpétuelle évolution du tissu afin de s’accommoder a la croissance
de I’individu. Ensuite, une fois que 1’individu a atteint sa taille adulte, le tissu osseux subit un
renouvellement constant afin de : colmater de potentielles 1€sions (propriétés d’autoréparation
de micro-fractures) ; d’assurer la libération de certains ions (Ca**, HPO,”...) en fonction des
besoins du métabolisme ; ou bien méme de contrer le phénomeéne de maturation des cristaux
d’apatite (lequel sera discuté ultérieurement). Ce phénomene est appelé remodelage osseux, et

il s’effectue par le biais de réactions de résorption, puis de formation (ostéogénese)
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incessantes sous [’action des cellules osseuses spécifiques: les ostéoclastes (cellules
résorptrices) et les ostéoblastes (cellules formatrices). Pour un lieu donné au sein du tissu, il se
produit tout d’abord la phase de résorption, puis ensuite, celle de formation, le tout suivi par
une phase de quiescence, et ainsi de suite. Il est estimé que pour un étre humain de jeune age
(c’est a dire moins de 30 ans), la totalité de son squelette est résorbé et reformé tous les 5 a 6
ans [2]. Ce mécanisme est ininterrompu, et il ne s’effectue pas a la méme vitesse au sein des
différents tissus osseux d’un individu (ni méme d’ailleurs au sein d’un unique tissu donné¢). Il
conduit ainsi a une disparité en terme de composition, et ceci notamment car 1’os néoformé se
minéralise progressivement. De plus, au sein du squelette humain par exemple, on dénombre
206 os constants avec des formes et des tailles variables (cf. Figure 1). Ces picces osseuses se
classent selon trois catégories en fonction de leurs morphologies : les os longs (fémur,
tibia...), les os courts (os du carpe) et les os plats (sternum, os du crane...). On trouve
¢galement une douzaine d’os dits sésamoides (paletta, fabella...). Ces derniers sont des cas
particuliers puisqu’ils proviennent de la minéralisation initiale d’un tendon. Certains de ces os
sésamoides ne sont pas répertoriés parmi les 206 piéces osseuses du squelette, car ils ne sont
pas constants d’un individu a D’autre et sont appelés os surnuméraires (telle la fabella par

exemple).
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Figure 1. Anatomie du squelette humain, constitué de 206 os constants.

A la vue des différentes caractéristiques détaillées ci-dessus, il est difficile de définir le
tissu osseux a I’aide d’une composition chimique ou bien méme d’une morphologie unique.
Cependant, il y a une caractéristique commune au sein des différents tissus osseux, c’est la

facon avec laquelle ils sont organisés a différentes échelles.
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I-1-2) Organisation multi-échelle

Cette organisation multi-échelle, dite organisation hiérarchique, a été décrite selon
sept niveaux distincts et s’opére sur une large échelle métrique [1] : de 1’échelle nanométrique
ou les constituants élémentaires sont dans leurs états individuels ; a 1’échelle macroscopique
(ou anatomique) du tissu osseux ou la piéce osseuse posséde une morphologie spécifique
dédiée a sa fonction mécanique (cf. Figure 1). Ces sept niveaux d’organisation peuvent étre

détaillés comme ceci, d’apres Weiner et Wagner [1] (¢f. Figure 2) :

Niveau 1. Au premier niveau, on trouve les deux constituants majoritaires du tissu
osseux pris chacun dans leur état individuel : les cristaux d’apatite (sous la forme de
plaquettes de taille nanométrique, cf. le clich¢ de cryo-microscopie électronique en
transmission (cryo-MET) d’un os humain déprotéin€) ; ainsi que les fibrilles de collagéne non

minéralisées (cf. le cliché de cryo-MET provenant d’un tendon de dinde).

Niveau 2. Au second niveau, on trouve les fibrilles de collagéne minéralisées, c’est a
dire au sein desquelles sont insérés les cristaux d’apatite. Ces cristaux y sont tous coalignés
entres-eux selon I’axe cristallographique ¢ du réseau apatitique (lequel correspond a la
direction de croissance privilégiée des plaquettes), phénoméne qui sera étudié en détail
lors du chapitre IV de ce manuscrit. De plus, il se trouve que 1’axe longitudinal des fibrilles
est également coaligné avec cet axe cristallographique ¢ des cristaux d’apatite (cf. le cliché

MET d’une fibrille minéralisée de tendon de dinde au sein de la Figure 2).

Niveau 3. L’assemblage local et uniaxial de plusieurs de ces fibrilles minéralisées conduit
a la formation de fibres de plus grande taille (c¢f. le second clich¢ MET d’un tendon de dinde
au sein de la Figure 2). Des études effectuées en diffraction électronique ainsi qu’en
tomographie MET ont montré que la totalité des cristaux d’apatite étaient également coalignés
selon leur axe ¢ au sein de plusieurs fibrilles adjacentes, et ceci dans les trois directions de

I’espace [1], [18]. Ceci met en exergue 1’organisation remarquable de ces édifices.

Niveau 4. L’assemblage plus global des fibrilles a 1’échelle supérieure conduit a

différents édifices selon quatre organisations principales, lesquelles sont, selon la Figure 2 :

(i Un édifice de fibrilles paralleles, lequel est le résultat a 1’échelle micrométrique
(voire millimétrique) de la structure du niveau 3 conduisant & un agencement

dense ou les fibrilles sont co-orientées a longue distance. Cet édifice est
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retrouvé lors des prémices de la formation osseuse chez les bovidés [1] ou alors

au sein des tendons minéralisés chez la dinde par exemple [19].

g3

Level 4: Fibril Array Patterns

g 200nm
Level 2: Mineralized Collagen Fibril

Level 1: Major Components

Figure 2. Description des sept niveaux hiérarchiques
d’organisation présents au sein du tissu osseux. Image
reproduite d’apres Weiner et Wagner [1].

Un édifice de fibrilles dites tissées, lequel résulte d’un empaquetage de fibrilles
orientées aléatoirement. Cet édifice, peu dense, est trés couramment rencontré au

sein des os de mammifeéres et d’oiseaux.

Un édifice de fibrilles torsadées en organisation cholestérique [20] (plus

communément appelée organisation en contreplaqué). Cette organisation
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cholestérique peut étre décrite comme un empilement de plans paralléles, au sein
desquels toutes les fibrilles ont une orientation uniaxiale, et ou le plan suivant
présente une déviation d’orientation. Cette déviation d’orientation s’effectue a
un angle constant (c¢f. Figure 3). Cet édifice compact est également tres

couramment rencontré au sein des os de mammifeéres et d’oiseaux.

(iv) Un édifice de fibrilles a orientations radiales, ou toutes les fibrilles sont
contenues dans un méme plan lesquelles possédent des orientations
complétement aléatoires les unes par rapport aux autres. Ces édifices prennent

place autour de cavités au sein de la dentine humaine.

—
————

Y/ SS LSS A7
I T
U
O L )
AVTIRTLTRR LT LT
Y
AAATRNNINNNNNRNNNNNNN
NSNS

/I
I
L
LT

NS
S
==saa——==

%

Figure 3. (A) Schéma de [’organisation cholestérique des fibrilles de collagene de type 1
rencontrée au sein de l’'os compact ; voir organisation du niveau 4 iii de la Figure 2. (B)
Plan de coupe oblique selon la partie grisée du schéma (A), laissant apparaitre des séries
d’arceaux superposés. Ces derniers sont formés par |’empilement successif de plusieurs plans
de fibrilles qui possédent une déviation d’orientation les uns par rapport aux autres. (C)
Observation en microscopie électronique a balayage (MEB) d’une structure en arceaux sur
une coupe oblique d’un échantillon d’os déminéralisé. Image reproduite d’apres Giraud-
Guille [21].

Niveau 5. Cet édifice adoptant une organisation cholestérique se trouve dans 1’os
compact dans lequel les fibrilles minéralisées s’agencent en lamelles concentriques pour
former les ostéons (ou systeme de Havers). Un ostéon provenant d’un os humain observé en

microscopie électronique a balayage (MEB) apparait au sein de la Figure 2. Ces ostéons ont
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un arrangement de type « oignon », avec un diamétre compris entre 100 a 500 pm selon une
coupe transversale (cf. Figure 4), alors qu’ils sont cylindriques selon une coupe longitudinale.
Dans le cas des os longs, ils sont orientés selon 1’axe longitudinal de I’organe osseux. Leur
formation initiale résulte du remodelage osseux primaire au sein du tissu osseux primitif
(I’ostéoide), ou ’action des ostéoclastes va conduire a 1’excavation de larges tunnels. Cet
ostéoide est sécrété par les ostéoblastes et consiste en une matrice extracellulaire non
minéralisée mais riche en protéines non-collagéniques [22]. Il se produit ensuite une étape
d’angiogenéese (processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins) au sein de ces
tunnels, vaisseaux qui vont approvisionner le tissu résorbé en ostéoblastes pour la suite du

remodelage.

Figure 4. Organisation des fibrilles de collagene de type I au sein de I’os compact pour
former le systeme de Havers. (A) Schéma de lamelles osseuses minces et arciformes qui
composent [’os compact (avec, OL = lamelles circonférentielles externes ; IL = lamelles
circonfeérentielles internes ; HS = systeme de Havers ou ostéon formé de lamelles
concentriques ; HC = canal de Havers). (B) Observation d’un ostéon en lumiere
polarisée laissant apparaitre une alternance de bandes sombres et d’autres plus claires,
reflétant ainsi la variation des orientations des fibrilles au sein des lamelles. Images
reproduites d’apres Giraud-Guille [21] (A) et Vigier [23] (B)

L’étape suivante consiste a la formation du nouveau tissu sous 1’action de ces
ostéoblastes. Ces dernieres conduisent a la genése des lamelles concentriques (rencontrées au
niveau 4) qui vont petit a petit combler le creux des tunnels (c¢f. Figure 4). Ce comblement
continue jusqu’a coloniser la totalité des tunnels (avec environ une dizaine de lamelles par

ostéon), & I’exception d’un canalicule central ou subsiste le vaisseau sanguin originel. C’est ce



20

canalicule vertical vascularisé qui constitue en partie les canaux de Havers. Ces canaux de
Havers communiquent entre eux par le biais d’autres canaux transverses appelés canaux de
Volkmann, lesquels ont ét¢ formés antérieurement. Ce réseau de canalicules vascularisés
(appelés également canaux nourriciers) est trés développé, et il est reli¢ a la moelle osseuse

(cf- Figure 5).

cartilage articulaire

périoste

0% spongleux

ostéon lamelies concentrigues

» canaux de Volkmann

N \
vaisseau sanguin + \/

diaphyse

epiphyse
metaphyse

moelle osseuse |
—

Figure 5. Schéma d’un fémur humain montrant |’agencement de ces constituants :
os cortical et os spongieux, puis a [’échelle inférieure, ostéons, canal médullaire,
périoste et canaux de Havers et de Volkmann.

C’est par ce biais 1a que la moelle osseuse va ainsi acheminer de nouvelles ostéoclastes au
sein de la matrice de collagene minéralisée, afin d’assurer la continuité du remodelage du
tissu (remodelage secondaire). A noter cependant que ces phénomenes de remodelages ne

sont pas propres aux ostéons, mais concernent tous les niveaux hiérarchiques d’organisation.

Niveau 6. A D’échelle supérieure, 1’organe osseux associe deux principaux types
d’architectures distincts : () Un qui est trés dense en €léments constitutifs, appelé os cortical
(ou os lamellaire, ou os compact, voire os haversien, cf. Figure 4), composé¢ de fibres de 2 a 3
um de diametre agencées en lamelles organisées (de manicre cholestérique, cf. Figure 3). (ii)
Et un autre qui est au contraire trés peu dense et poreux, appelé os spongieux (ou os

trabéculaire), composé¢ de fibres de 0,1 a 3 um (¢f. niveau 4 ii). Ce sont ces deux types
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d’architectures qui sont observés en microscopie optique sur la Figure 2 (niveau 6) dans le
cas d’un fémur humain fracturé. Ainsi, dans le cas d’un os long tel le fémur (c¢f. Figure 5),
I’0s spongieux se trouve principalement aux extrémités (c'est-a-dire dans la zone appelée
I’épiphyse), alors que 1’os cortical compose ’organe dans sa partie médiane (zone appelée
diaphyse). La partie intermédiaire entre 1’épiphyse et la diaphyse est appelée métaphyse,
laquelle est également constituée d’os spongieux. La diaphyse, formant le corps cylindrique
de ’organe est creuse, et ce sont ses parois denses qui sont donc constituées d’os cortical.
L’espace vacant au centre de la diaphyse, appelé cavité ou canal médullaire, posséde des
parois tapissées d’os spongieux. Encore plus au centre de ce canal médullaire se trouve
I’endoste, qui lui-méme renferme la moelle osseuse (lieu ou se produit 1’hématopoicse entre
autre). Pour finir, la surface externe de 1’os est recouverte d’une fine couche trés vascularisée
appelée périoste, laquelle est composée de lamelles circonférentielles externes (cf. Figure 4

A).

Niveau 7. Vient finalement le dernier niveau d’organisation, lequel correspond a la
morphologie finale adoptée par 1’os tel un organe (cf. la photographie d’un os bovin de la

Figure 2, échelle égale a 10 cm).
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I-2 / Le Collagene
I-2-1) Généralités

On retrouve le collageéne, une protéine, chez toutes les especes animales dans
I’embranchement des métazoaires [16]. Le collagene n’est pas seulement une protéine
ubiquitaire, c’est également la protéine la plus abondante du régne animal. En effet, elle
compose a peu preés 30% du protéome (ensemble de toutes les protéines composant un
organisme) d’un étre humain par exemple. C’est principalement cette derni€re qui apporte
I’intégrité structurale, ainsi que la stabilité mécanique et 1’¢lasticité aux tissus conjonctifs via
son organisation supramoléculaire au sein de la matrice extracellulaire. De plus, sur la base de
leurs structures supramoléculaires, il y a deux grandes catégories de collageéne, a savoir les
collagenes fibreux et non-fibreux. Tout type de collagéne fibreux et non-fibreux confondus, il
y a au jour d’aujourd’hui exactement 29 différents types de collagenes qui ont été identifiés,
nommés [, II, III, IV et ainsi de suite jusqu’a XXIX. Ces différents types possédent des
séquences d’acides aminés propres, donc des structures moléculaires et supramoléculaires
propres, afin de répondre aux contraintes mécaniques spécifiques demandées par le tissu dans
lequel ils sont incorporés. Certains tissus sont parfois composés de 1’association de plusieurs
types de collagénes, comme la cornée et la peau qui sont composés des collagenes de type I et
V par exemple [24], [25]. Parmi eux, le collagéne dit de type I, qui appartient a la catégorie
des collagene fibreux, rentre dans la composition de nombreux tissus : peau, cornée, tendon,
cartilage, dentine et os, entre autres. Ainsi dans I’0s, 90% de la masse totale en protéines est

celle du collagene de type I, et le reste correspond aux protéines non-collagéniques.

I-2-2) Composition

A T’échelle moléculaire, le collagéne résulte de 1’assemblage de trois chaines
polypeptidiques, toutes hélices gauches et toutes de méme taille (environ un millier d’acides
aminés, d’une longueur d’environ 300 nm chacune) s’enroulant les unes avec les autres. Cela

conduit a la formation d’une triple hélice chirale (triple hélice droite cette fois-ci).



Amino acid profile of collagens from Amur sturgeon skin (residues/1000 residues).

Type | Type V
Hyp (-) 109.31 + 4.06 112.07 £2.03
Asp (D) 37.88 +2.86 4227 £357
Thr (T) 23.44 +2.92 25.47 + 1.64
Ser (5) 46.03 + 3.06 3657 +2.10
Glu (E) 68.26 +0.25 9532 355
Pro (P) 114.66 +1.77 122.23 £3.85
Gly (G) 320,36 + 15.57 31278 £12.71
Ala (A) 109.13 + 6.76 48.50 +4.91|
val (V) 14.42 +1.35 21.46 +0.97
Met (M) 401071 6.60 +1.94
lle (1) 11.13 £ 0.04 13.02 £0.33
Leu (L) 16.45 + 1.02 3547 +2.14
Tyr (Y) 233 +047 2,35 £0.76
Phe (F) 11.30 £ 0.40 1432 +2.81
Hyl (-) 8.65 + 0.46 36.87 +2.68
His (H) 17.43 £3.70 13.38 £ 1.08
Lys (K) 22.78 + 0.64 1425 £ 1.14
Arg (R) 53.43 £5.20 47.03 £3.67
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-, Mo one-letter designation for the amino acid.

Tableau 2. Les proportions de chaque acide aminé retrouvé au sein des collagenes de type 1
et V, extraits de la peau d’esturgeon. Tableau reproduit d’aprés Wang et al. [24].

Cette triple hélice est I’'unité fondamentale du collagéne, elle posseéde une masse
moléculaire d’environ 285 kdalton [26]. Les chaines polypeptidiques qui la composent
peuvent toutes posséder exactement la méme séquence d’acides aminés, ou bien au contraire
en posséder des différentes (au choix parmi les 38 chaines polypeptidiques de collagene
référencées). Le collagene de type I est retrouvé en grande quantité dans le tissu osseux, au
sein duquel il est le principal type de collagéne présent. Et au sein du collagéne de type I, les
acides aminés les plus rencontrés sont la Glycine (~ 33 %), la Proline (~ 12 %), I’ Alanine (~
11 %) ou encore I’Hydroxyproline (~ 11 %, provenant de 1’hydroxylation post-traductionnelle
de la Proline [26]), dont les formules chimiques apparaissent au sein de la Figure 6. Les
proportions ci-dessus ont été tirées a partir d’une étude faite sur du collagéne de type I extrait
de la peau d’esturgeon (cf. Tableau 2) [24]. Ainsi, toujours d’aprés le Tableau 2, 18 acides
aminés différents composent le collagéne de type 1. On retrouve également de la Glutamine
(~ 7 %), de la Sérine (~ 5 %), de I’Arginine (~ 5 %), de 1’ Aspartate (~ 4 %), de la Thréonine
(~ 2 %), ou encore de I’Hydroxylysine (0,9 %, provenant de I’hydroxylation post-
traductionnelle de la Lysine) etc. Toujours d’apres le Tableau 2, nous constatons que pour le
collagéne de type V, également un type de collagéne fibreux constituant la peau d’esturgeon

en association avec le type I, la proportion en acides aminés est quelque peu différente (la
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Glycine restant néanmoins majoritaire). D’ailleurs, quel que soit le type de collagene
considéré, la Glycine est toujours 1’acide aminé majoritaire et les chaines polypeptidiques qui
le compose respectent toujours la répétition Glycine-X-Y (dans laquelle environ un tiers des
X sont des résidus Proline, et un tiers des Y sont des résidus Hydroxyproline). Ceci est 'une
des conditions intrinséques afin qu’une triple hélice de chaines polypeptidiques puisse étre
considérée comme du collagéne. L’autre étant sa capacité a s’auto-assembler de maniere
supramoléculaire au sein de la matrice extracellulaire, comme évoqué précédemment lors de

la description du niveau 4 de 1’organisation hiérarchique du tissu osseux.

O
NH - NH
OH 0 0
NH:
OH HO
Gly Pro Ala Hyp

Figure 6. Formules chimiques des 4 acides aminés les plus abondants au sein du collagene
de type I : Gly = Glycine ; Pro = Proline ; Ala = Alanine ; Hyp = Hydroxyproline.

I-2-3) Structure

La récurrence de la Glycine tous les trois acides aminés est primordiale afin que
trois chaines polypeptidiques puissent adopter une structure sous forme de triple hélice de
collagene. En effet, au sein d’une triple hélice, la chaine latérale d’un acide aminé sur trois
pointe vers l'intérieur. De plus, la chaine latérale de la Glycine est la plus petite parmi
I’ensemble des chaines latérales des 22 acides aminés connus, en 1’occurrence il s’agit
seulement d’un atome d’Hydrogene. Le volume restreint d’une telle chaine latérale lui permet
de prendre place réguliérement au centre de la triple hélice au contraire des chaines latérales
plus volumineuses. Cependant, cette contrainte stérique n’est pas la seule raison conduisant a
la formation d’une triple hélice, puisqu’il y a également des contraintes physico-chimiques.
En effet, au sein des chaines latérales, la présence répétée de cet atome d’hydrogéne appauvrit
I’édifice en hétéroatomes. Ainsi, toute création de liaisons H au sein d’une méme chaine
polypeptidique de collagéne est difficile. C’est ce phénoméne de créations de liaisons H qui
favorise la formation d’une simple hélice-a. Néanmoins, I’absence de liaisons H au sein d’une
unique chaine polypeptidique de collagéne n’est également pas la seule raison pour laquelle
cette dernicre privilégie la formation d’une triple hélice plutdt que celle d’une hélice-a. La

forte présente de Proline et d’Hydroxyproline au sein du collagéne (respectivement ~ 12 % et
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~ 11 % pour rappel dans le cas du collagene de type I) est aussi un handicap. En effet, la
Proline posséde une chaine latérale cyclique, laquelle rend la chaine polypeptidique de

collageéne rigide, empéchant ainsi toute €laboration d’une hélice-a.

~1.5 nm

8.6 nn

Figure 7. Schéma d’une triple hélice de collagene de type I composée de 3 chaines
polypeptidiques. Image reproduite d’apres Meyers et al. [15].

Enfin, si les atomes d’hydrogéne appartenant a la chaine latérale des résidus
Glycine prennent place au centre de la triple hélice de collagéne pour des considérations
stériques, les autres chaines latérales provenant des autres types d’acides aminés (comprenant
les groupements -OH, -COOH et -NH;) sont elles, rejetées vers [’extérieur et donc
accessibles. Et ce sont ces derniéres chaines latérales qui vont permettre la stabilité de la triple
hélice par le biais d’un réseau coopératif de liaisons H intermoléculaires entre chaines
polypeptidiques adjacentes. La Figure 7 schématise trois chaines polypeptidiques (avec un
pas de 0,87 nm chacune, soit 3,3 résidus par tour) enroulées les unes avec les autres formant
une triple hélice de collagéne de type I. Cette triple hélice de collagéne de type I posséde un
pas de 8,6 nm (soit environ une trentaine d’acides aminés par tour), une longueur totale

d’approximativement 300 nm et un diametre d’environ 1,5 nm.

I-2-4) Formation

In vivo, I’assemblage du collagéne est issu de la formation d’un intermédiaire
propeptide appelé procollagéne. Ce procollageéne, sorte de collagene primitif, se forme
initialement au sein du réticulum endoplasmique (i.e. un organite présent a I’intérieur du
cytoplasme des cellule ostéoblastes), a Dintérieur duquel se déroule notamment
I’hydroxylation post-traductionnel des résidus Proline et Lysine [27]. C’est ici que se déroule
également la connexion des 3 chaines polypeptidiques au moyen de ponts disulfures, par le

biais de résidus Cystéine aux positions C-terminales. Ces ponts disulfures favorisent d’abord
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I’alignement, puis ensuite I’enroulement des chaines les unes avec les autres, conduisant a la
formation d’une triple hélice de procollagene. Ce procollagéne migre ensuite au sein de
I’appareil de Golgi (i.e. un organite présent autour du noyau cellulaire des otéoblastes) a
I’intérieur duquel va se fixer des chaines polypeptidiques non-hélicales a chacune des
extrémités de la triple hélice. Ces chaines non-hélicales vont dans un premier temps favoriser
la maturation de la triple hélice, c’est a dire conduire a un meilleur agencement de ses trois
chaines polypeptidiques. Par la suite, ces chaines non-hélicales, qui sont chargées
négativement a cause de la présence de résidus osidiques (glucose, galactose...), procure la
solubilité a la structure et permettre ainsi son ¢jection en dehors de la cellule. Une fois au sein
du fluide extracellulaire, les extrémités contenant les chaines non-hélicales ainsi que les ponts
disulfures sont clivés par dégradation enzymatique (sous I’action de protéases), ce qui conduit
a la formation d’une molécule de collagene. Cette molécule de collagéne mature possede au
final deux parties distinctes : (i) la zone sous forme de triple hélice centrale ; et (ii) des
extrémités N et C terminales (appelées N et C télopeptides) qui consistent en des séquences
linéaires résiduelles (issues des chaines non-hélicales) de 10 a 25 acides aminés [27], [28]. La
perte de ses chaines non-hélicales entraine une diminution drastique de la solubilit¢ de la

molécule de collagéne, ce qui va favoriser leur organisation sous forme de fibrilles.

I-2-5) Organisation du collagéne de type I

Dans le cas des collageénes fibreux (c'est-a-dire les types I, II, III, V et XI), les
molécules de collagéne s’associent de maniére spontanée conduisant a la formation de
fibrilles, phénomeéne appelé fibrillogénése. In vivo, ce phénomeéne commencerait par 1’action
d’une enzyme spécifique, la lysyl oxydase qui contient du cuivre, laquelle va catalyser la
désamination oxydative des résidus Hydroxylysine présents au niveau des extrémités N et C
télopeptidiques, donnant ainsi naissance a un dérivé aldéhydique (I’hydroxyallysine). Par la
suite, un résidu hydroxyallysine télopeptidique c6té C-terminal d’une molécule de collagéne
ainsi formé, va réagir spontanément sur la fonction amine d’un résidu Lysine (ou
Hydroxylysine) co6té N-terminal dans la zone hélicale d’une seconde molécule de
collagene (ou I’inverse, c'est-a-dire un résidu hydroxyallysine c6té N-terminal qui réagit sur la
fonction amine d’un résidu Lysine c6té C-terminal) [28]. Deux résidus hydroxyallysine
télopeptidique localisés sur deux molécules de collagéne voisines peuvent également s unir
ensemble par aldolisation. Les résidus Hydroxyallysine agissent donc en tant qu’agents
réticulants, qui permettent de lier successivement plusieurs molécules de collagéne entre-elles

(cf. Figure 8). Qui plus est, il s’agit d’une réticulation chimique, puisque les liaisons
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intercaténaires ainsi formées sont des liaisons covalentes, ce qui explique la grande stabilité
des collagenes fibreux. Ces liaisons covalentes sont des liaisons carbone-carbone dans le cas
d’une aldolisation. Alors que dans le cas de I’attaque d’un résidu hydroxyallysine sur une
fonction amine, le tout conjugué avec la condensation d’un second résidu hydroxyallysine
voisin, cela conduit a la formation d’une liaison covalente croisée appelée liaison

pyridinoline.

Ces liaisons pyridinolines s’établissent a des endroits bien spécifiques le long de
toutes les chaines de collagéne. En effet, dans la zone hélicale d’une chaine de collageéne de
type I au sein du tissu osseux, la distance entre I’extrémité N-terminale et I’emplacement ou
se trouve la liaison pyridinoline liant une seconde chaine de collagéne est exactement de 67
nm. Deux chaines de collagene adjacentes et liées entre elles se retrouvent donc légerement
décalées 1’une par rapport a 1’autre. Ainsi, lorsque la fibrillogénése est bien induite (c'est-a-
dire lorsque 1’empilement des chaines de collagene se fait de fagon uniaxial), ce décalage dans
I’arrangement local a 1’échelle moléculaire se traduit en une périodicité de 67 nm a I’échelle
des fibrilles. Cette périodicité est causée par la répétition successive de deux zones
adjacentes le long de 1’axe longitudinal des fibrilles : (i) les zones de « gap » dépourvues de la
partie hélicale de collagéne (zone de trous en Frangais) ; et (ii) les zones « d’overlap » riches
en partie hélicale de collagéne (zones de chevauchement en Frangais). Cet empilement
spécifique des chaines de collagene est décrit d’apres le modele de Hodge et Petruska [29],
dans lequel ce décalage périodique de 67 nm est appelé distance D. Ainsi, la longueur de 300
nm d’une molécule de collagéne correspond a 4,4 fois la distance D. C’est pourquoi ce
modele est également appelé « quarter-stagger overlap », étant donné que la distance D
périodique correspond ainsi a peu preés au quart de la longueur totale d’'une molécule de
collagene. De plus, les zones de gap (d’une longueur de 67 x 5 — 300 = 35 nm ou 0,52 D)
sont, contrairement a ce que leur nom indique, occupées par les petits fragments de chaines
linéaires des extrémités N et C télopeptidiques. D’un autre c6té, au sein des zones d’overlap
(d’une longueur de 300 — 67 x 4 = 32 nm ou 0,48 D) intervient un chevauchement complet
des parties hélicales de toutes les chaines de collagene (cf. Figure 8). Cette alternance zones
de gap/zones d’overlap conduit a une striation transverse observable en MET sur un tendon
minéralisé de dinde (cf- Figure 9) : laquelle apparait comme une succession de zones claires
(zones de gap) ; et d’autres plus foncées correspondant aux zones d’overlap (dont la somme

des deux est la distance D de 67 nm).
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Collagen molecule
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Figure 8. Schéma d’un réseau fibrillaire de collagene, indiquant la fagon avec laquelle les
triples hélices de collagene (bdtonnets bleus) sont réticulés les unes avec les autres via des
liaisons croisées pyridinolines (traits rouges). Cela se fait via un empilement uniaxial des
molécules de collagene avec un léger décalage entre deux molécules adjacentes. Le tout
conduit a une périodicité structurale le long de [’axe longitudinal des fibrilles, laquelle
correspond a la succession des zones de « gap » et des zones « d’overlap ». Image reproduite
d’apres Meyers et al. [15].

Par ailleurs, le tendon de dinde est fréquemment utilisé comme un mode¢le du tissu
osseux nouvellement formé, puisqu’il est composé de fibrilles paralleles de collagéne
minéralisées [18], [19], [30], [31]. De plus, il est évident que la fibrillogénese ne s’induit
jamais de manicre strictement « parfaite » in vivo, ce qui va conduire en une distribution de la
valeur de cette distance D : de 63 a 73 nm dans 1’0s, ou bien méme de 55 a 80 nm dans la
peau par exemple [32]. Cependant, I’importance de cette variation dans la physiologie et la

biologie des tissus n’est pas clairement identifiée a ce jour [32].



29

§ Y 67nm

Figure 9. Cliché MET d’une coupe d’un tendon minéralisé provenant de la patte d’'une dinde
(vieille de 21 semaines). La coupe a été faite de fagcon paralléle par rapport a la surface du
tendon, de maniere a [’observer le long de [’axe longitudinal des fibrilles de collagene de type
I (fleche rouge). Les zones claires correspondent aux zones de gap, tandis que les zones plus
sombres correspondent aux zones d’overlap, et ces deux zones ensemble correspondent a la
distance D de 67 nm. Image reproduite d’aprés Weiner et al. [18].

Pour résumer, dans le cas des collagénes de type fibreux comme le collagéne de
type I, ’assemblage uniaxial de plusieurs chaines de collagene (d’un diametre de 1,5 nm
chacune) donne naissance a des fibrilles (cf. Figures 8 & 9). Ces fibrilles ont des diametres
variables en fonction du tissu dans lequel elles sont incorporées, c'est-a-dire, environ 30 nm
dans la cornée [25], d’une centaine de nanomeétres dans 1’os, et jusqu’a 300 nm dans les
tendons [19]. Une fois ces fibrilles formées, elles s’organisent également de fagon uniaxiale,
et forment une structure de taille plus conséquente appelée fibre de collagéne (cf. Figure 10).
La encore, la taille des fibres va dépendre du tissu: de 0,1 a 3 um de diamétre dans 1’os,
jusqu’a un record dans les tendons ou certaines fibres peuvent constituer le tendon dans
I’intégralit¢ de sa longueur (quelques centimeétres) avec un diametre pouvant atteindre 500
pum. Ainsi, comme évoqué précédemment, ces fibres de collageéne se retrouvent au sein de 1’os
cortical (agencées en lamelles concentriques et circonférentielles denses) ainsi qu’au sein de
I’0os spongieux (formant un réseau interconnecté poreux). Alors que la fibrillogénése est
induite par une réticulation chimique intercaténaires des molécules de collagéne, il est
proposé que la condensation des fibrilles est induite par une réticulation a I’aide de certaines

protéines non-collagéniques (les protéoglycanes dont la décorine par exemple), le tout
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favorisé¢ par le biais d’interactions hydrophobes. Cependant, le niveau de compréhension

actuel concernant cet assemblage moléculaire des fibrilles en fibres est encore trés mince [33].

Collagen Molecules
Collagen Fibrils (triple helices)

a-chains

Collagen Fibers 4 IS D\

Figure 10. Croquis montrant la facon avec laquelle les chaines polypeptidiques de collagene
(grossierement schématisées par la répétition Gly-Pro-Hyp, avec Gly = Glycine, Pro =
Proline et Hyp = Hydroxyproline) s’assemblent les unes avec les autres. Premierement en
simple hélice-a, puis en triple hélice de collagene (d’un diametre de 1,5 nm et d 'une longueur
de 300 nm), puis en fibrille (d’un diamétre de 30 a 300 nm et d’une longueur de [’ordre du
um), et finalement en fibres (d’un diamétre de 100 a 500 um et d’une longueur de [’ordre du
mm voire du cm).

Toutes les caractéristiques énumérées ci-dessus ont montré que 1’organisation
multi-échelle du tissu osseux est étroitement liée a celle du collagéne. En effet, les sept
niveaux hiérarchiques du tissu osseux sont concernés, de la fibrille isolée, aux fibres, aux
ostéons, et a la ségrégation os cortical/os spongieux conduisant a la morphologie finale de
I’organe. De plus, il faut noter que toute contrainte mécanique qui s’exerce sur un organe
osseux va se répartir sur tous les niveaux hiérarchiques [33]. De ce fait, la réponse mécanique
de I’organe osseux est étroitement liée a 1’organisation tridimensionnelle du collagéne. 11 se
pose des lors la question des contributions individuelles de chaque niveau hiérarchique aux
propriétés mécaniques finales du tissu (ainsi que des potentielles synergies qui existent entre
elles). C’est pourquoi, a l'aide d'approches expérimentales et théoriques, de grands efforts ont
été entrepris afin de comprendre la relation structure/propriétés mécaniques du collagéne a
chaque échelle [34]. En particulier, il a ét¢ montré que les édifices de collagéne ont des
propriétés mécaniques anisotropes. En effet, ils sont généralement plus résistants dans la
direction des fibres que dans la direction perpendiculaire. Ceci est transposable directement au

tendon, dont les fibres paralléles qui le composent sont disposées dans sa longueur le rendant
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résistant au déchirement. Le collagéne s’organise donc en fonction des impératifs demandés
par le tissu dans lequel il est incorporé. C’est également le cas dans 1’0s, mais ce cas de figure
est bien plus complexe. En effet, de par sa structure sophistiquée, en raison de fibres
possédant des orientations extrémement variables (particuliérement au sein des ostéons, cf-
Figure 3), et du fait de la présence de zones de densité de fibrilles tres différentes (cf. Figure
2, niveau 6), les liens entre morphologie et propriétés mécaniques sont délicats a déterminer
[33], [34]. En définitive, le collagéne est connu pour apporter intégrité structurale, stabilité
mécanique et ¢élasticité au tissu osseux (de par son module de Young, de 8 a 24 GPa pour 1’os
cortical par exemple) [15]. De son c6té, I’apatite (module de Young de 130 GPa) est connue

pour accroitre la rigidité de I’ensemble [15].



32

I-3 / Le minéral : ’apatite biologique

I-3-1) Généralités

Au méme titre que le collagene, ’apatite est un minéral ubiquitaire.
Effectivement, on trouve 1’apatite comme composante minérale au sein de nombreux tissus
minéralisés, tels : 1’os [35], I’émail et la dentine [36] ; mais également le tendon minéralisé
chez la dinde [18] ; la défense de certains mammiféres comme 1’ivoire chez 1’¢1éphant [37] ou
bien les bois de cerf [38] ; les pattes ravisseuses de certains crustacés comme la squille
odontodactylus scyllarus [39] ; 1’écaille de certains poissons comme celles des requins [40]...
L’apatite se retrouve également sous la forme de calcifications pathologiques, comme par
exemple dans les calculs rénaux ou les plaques de Randall [41]. Mais 1’apatite n’est pas
seulement rencontrée au sein du vivant puisqu’il s’agit également d’un minéral géologique,
qui peut étre a la fois de source volcanique ou sédimentaire. Ainsi, pour les amateurs de
lithothérapie, une apatite géologique telle I’apatite bleue est supposée posséder diverses

vertus, comme accroitre la communication et la solidarité de son détenteur.

Il faut savoir également que d’autres phases de phosphate de calcium ont été
suspectées par le passé de rentrer dans la composition du minéral osseux mature. Une chose
est néanmoins certaine aujourd’hui, c’est que la biominéralisation osseuse conduit
uniquement a 1’apatite. Ce résultat n’est pas forcément intuitif puisque le fluide extracellulaire
au sein du tissu osseux est en sursaturation a 1’égard de nombreuses phases cristallines [42].
Ceci inclut DP’apatite, mais également d’autres phosphates de calcium (tel le phosphate
octocalcique, OCP, de formule Cag(HPO4),(PO4)4.5H,0), ou bien méme des carbonates de
calcium (telle la calcite, un polymorphe de CaCOs) par exemple. Attention toutefois, puisque
le concept de sursaturation n’est valable seulement que dans le cas d’un mécanisme de

croissance par nucléation homogene.

I-3-2) Structure cristalline

Le minéral osseux cristallise sous la forme d’une structure d’apatite, laquelle

appartient a une vaste famille de composés ionocovalents de formule générique :
Me1o(XO4)s(Y)2

dans laquelle Me est un cation bivalent, XO4 un anion trivalent et Y un anion monovalent.

Concernant ’apatite osseuse, Me est un cation calcium, XO4 un anion orthophosphate, et Y
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un anion hydroxyle ; ce qui conduit a la formule suivante : Ca;o(PO4)s(OH),. La présence
d’ions hydroxyles donne son nom plus distinctif & la structure de ce minéral osseux :
I’hydroxyapatite. Et c’est a cette dernicre que fera référence le terme apatite dans toute la
suite de ce manuscrit. De leur co6té, les apatites géologiques sont composées également d’ions
fluorures (fluorapatite) et d’ions chlorures (chlorapatite). On sait depuis 1926 grace aux
travaux par analyse chimique et surtout par diffraction des rayons X de De Jong, que le
minéral osseux cristallise sous cette phase d’apatite [35] bien qu’il n’avait pas la certitude a

I’époque qu’il s’agisse de la seule phase cristalline présente.

Tunnel 11 Tunnel 1

Atome | Cote

e P Z=Yiet%

O Call)| z=%aetz=7%
@OH |(z=""1et~%

Figure 11. Projection structurale de la maille hexagonale de [’apatite (groupe d’espace
P63/m) de formule brute Ca;o(PO4)s(OH) selon le plan (001), laissant apparaitre la présence
de deux types de tunnels colinéaires avec l’axe cristallographique c du réseau (les tunnels I et
1l). Image reproduite d’apres Beuvelot [43].

Cette apatite osseuse cristallise selon une maille hexagonale [44] (groupe d’espace
P63;/m) dont la projection selon le plan (001) est décrite au sein de la Figure 11. Les
paramétres cristallographiques d’une telle maille hexagonale d’apatite [45] sonta=b ~9.4 A
etc~69A;0=p=90°ety=120° Les 10 atomes de calcium par maille occupent 2 sites
cristallographiques distincts, les 6 atomes de phosphore sont équivalents, les ions hydroxyles
n’occupent qu’un seul site, et les 24 atomes d’oxygéne des espéces PO4> occupent 3 sites
distincts (cf. Figure 11). La structure peut étre décrite comme un empilement d’hexagones

réguliers (formés par les especes PO43') disposés en strates, au nombre de 2 par maille aux
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cotes z = 1/4 et 3/4. Ces strates de PO,>” s’empilent en se juxtaposant les unes sur les autres,
ce qui va engendrer la création de deux tunnels colinéaires a I’axe cristallographique ¢ du
réseau (c'est-a-dire les tunnels I et II, ¢f. Figure 11). Le tunnel I est occupé par 4/10 des ions
calcium, les Ca(I), lesquels sont alignés entre eux le long du tunnel et disposés aux cotes 0 et
1/2. Le tunnel II est occupé par les 6/10 d’atomes de calcium restants, les Ca(Il), lesquels
forment des triangles équilatéraux centrés autour du cceur du tunnel (voir les triangles rouges
et verts de la Figure 11). Dans une maille, ces triangles de calcium sont au nombre de 2 par
tunnel, dont I’un est a la cote 1/4 et ’autre a la cote 3/4 (c’est-a-dire au méme niveau que les
strates de PO,”). C’est a intérieur de ces tripodes de Ca(Il), au ceeur du tunnel II, que

prennent place des colonnes d’ions hydroxyles.

Il se trouve par ailleurs que ces tunnels II sont un endroit privilégié pour
I’implantation d’un grand nombre de substitutions ioniques [46]. C’est largement le cas au
sein de I’apatite osseuse, ce qui va engendrer un désordre structural des ions hydroxyles [47],
[48]. Ceci a pour conséquence que les ions OH n’ont pas de position, ni d’orientation fixe au
sein de la maille. Il existe en effet un désordre statistique, et ces derniers sont localisés parfois
au-dessus et parfois en dessous des tripodes de Ca(Il), avec des orientations fluctuantes de la
liaison O-H [48] (cette derniére restant néanmoins toujours paralléle aux tunnels II et donc a
I’axe cristallographique ¢ du réseau). Cependant, la synthése de certaines chlorapatites ou de
certaines apatites stoechiométriques trés pures peut conduire en une structure particuliere
stabilisée a basse température. Dans une telle structure, tous les ions OH™ d’un tunnel sont
placés du méme coté du tripode de Ca(Il) et possédent tous la méme orientation de la liaison
O-H [48]. Les ions OH du tunnel adjacent sont eux placés de 1’autre c6té du tripode, et
’orientation de la liaison O-H s’effectue dans le sens contraire [48]. Il en résulte une structure
trés ordonnée avec un doublement du parametre cristallographique a, qui est dorénavant

décrite par une maille monoclinique (groupe d’espace P2,/b) et non plus hexagonale.

I-3-3) Substitutions ioniques

L’apatite osseuse précipite a partir du liquide interstitiel du tissu osseux, lequel est
un fluide extracellulaire d’un pH proche de 7,4 qui est riche en espéces ioniques provenant du
plasma sanguin. Ces espéces ioniques possedent des concentrations diverses, qui vont d’une
centaine de mM (Na', CI), a quelques mM (HCOs", K, Ca®"), voir moins de I’ordre de 1 mM

(HPO,~, Mg*", SO,%), jusqu’a des traces de I’ordre du ppm comme pour Cu®’, Ba**, Zn*",
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Pb>" et Sr*" (dont certaines sont des espéces toxiques ingérées qui se retrouve dans
I’organisme). D’autre part, il se trouve que 1’apatite posséde une incroyable aptitude a
s’accommoder d’un grand nombre de substitutions aussi bien anioniques que cationiques sur
tous ses sites cristallographiques, et ceci sans que sa structure en soit notablement modifiée
[44]. Cette aptitude ne se limite pas aux ions du plasma sanguin puisque qu’il se trouve que la
structure de ’apatite peut s’accommoder de la substitution de prés de la moitié des éléments
du tableau périodique [49], [50]. Ainsi, dans le cas du tissu osseux, toutes les espéces ioniques
du plasma sanguin vont se retrouver incorporées dans le minéral en des proportions plus ou
moins importantes. Ces incorporations d’especes ioniques « étrangeres » sont connues pour
affecter la formation ainsi que les propriétés physico-chimiques de I’apatite osseuse, et ceci
potentiellement de fagon multifactorielle [51]. Ainsi, le fait qu’une partie du vivant ait choisi
’apatite pour constituer son endosquelette est loin d’étre un hasard. En effet, cette aptitude
peut étre reliée directement aux besoins de 1’organisme de stocker certaines espéces toxiques
(tel le Plomb par exemple), afin de les empécher de nuire a certains processus physiologiques.
Mais ceci est également trés lié aux propriétés métaboliques du tissu osseux puisque cela
permet dans un premier temps de stocker certaines especes ioniques (ceci concerne non
seulement des impuretés mais également les ions calcium et orthophosphates par exemple),
puis par la suite de pouvoir les libérer en temps voulu lors du remodelage afin de répondre a
certaines fonctions biologiques de ’organisme. Une telle libération programmée assure
I’homéostasie du fluide extracellulaire, a travers un contrdle de 1’osmolarité (incluant la
calcémie, la natrémie...), ou bien méme le pH via la libération de carbonates et
d’orthophosphates. De plus, ces substitutions ioniques affectent également la formation ainsi
que les propriétés globales de ’apatite. Ainsi, a titre d’exemple, le magnésium (de 1’ordre de
1 % massique dans I’0s) est connu pour sa capacité a stabiliser certaines phases métastables
comme le carbonate de calcium amorphe (ACC) [52] ou méme le phosphate de calcium
amorphe (ACP) [53]. Ainsi, si la croissance de I’apatite osseuse passe par l’intermédiaire
d’une phase précurseur d’ACP, comme cela a ét¢ montré pour les arétes de la nageoire
caudale des poissons zebres [54], [55], le magnésium pourrait favoriser la formation de
précurseurs amorphes. De son c6té, le strontium, méme présent sous forme de traces, a un role
aveére dans le renforcement de I’os puisqu’il conduit a la diminution de la résorption osseuse
[56]. C’est pourquoi ce dernier est utilis¢é comme agent thérapeutique chez les patients

ostéopéniques (c’est-a-dire un patient qui présente une diminution de sa masse osseuse).
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La substitution la plus importante en masse est celle des ions carbonates, laquelle
peut atteindre une quantit¢ allant d’environ 3 % massique dans I’émail a environ 8 %
massique dans 1’os humain (cf. Tableau 3). Cette substitution en ions carbonates est de
premicre importance puisqu’elle a plusieurs répercussions connues sur l’apatite, comme
d’augmenter la solubilité¢ ou encore de diminuer la taille des cristaux [57]. De plus, il a été
montré récemment que les CO;> avaient également un réle crucial dans la formation
d’une couche particuliére en surface des cristaux d’apatite [58], dont la caractérisation
structurale et chimique, ainsi que le réle in vivo, seront au cceur des préoccupations de

cette thése (cf. Chapitres 11, I1I & IV).

Cette substitution en ions carbonates peut s’effectuer en lieu et place des especes
orthophosphates (appelée substitution de type B), ou bien en lieu et place des ions hydroxyles
(appelée substitution de type A). Cependant, il a été établi que, pour aussi bien ’apatite
osseuse ou dentaire, que pour ses analogues de synthése obtenus a température ambiante (a
part de rares exceptions), la substitution de type B est majoritaire [50] (de I’ordre de 90 %
dans I’émail humain par exemple [59]). Au contraire, les apatites qui présentent une
substitution de type A majoritaire sont généralement des apatites de synthéses obtenues a
I’abri de I’humidité, a haute température et a haute pression [60]. Quoi qu’il en soit, il est a
noter qu’une apatite substituée en carbonate est rarement 100% de type A ou bien 100% de
type B, mais plutdt souvent de type A/B ou les deux substitutions coexistent 1’une avec 1’autre
(dont I'une est majoritaire). Cette coexistence d’une substitution de type A/B peut se produire
au sein d’'une méme maille ; et il envisageable que les mécanismes entrepris par la structure
afin de s’y adapter peuvent conduire a un désordre important au sein de plusieurs mailles
adjacentes. Au final, ces ions carbonates sont apres les ions calcium et orthophosphates, le
troisieme constituant le plus abondant en masse au sein du minéral osseux. C’est pourquoi en

parlant d’apatite osseuse, le terme d’apatite carbonatée est souvent évoqué.

Par ailleurs, il se trouve que la substitution en ions carbonates est aisément
accomplie lors de synthéses in vitro. Voila pourquoi, dans la grande majorité des cas dans la
littérature, les résultats d’analyse du minéral osseux sont comparés a ceux d’apatites
carbonatées de synthése (qui sont appelées apatites biomimétiques, et qui sont des modeles
synthétiques des apatites osseuses). Ainsi, les points communs entre les apatites biologiques
et biomimétiques sont : (i) leur taille nanométrique et leur morphologie plaquettaire (observée

par MET) ; (ii) une incorporation importante en ions carbonates (vérifiée par spectroscopie
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vibrationnelle telle I’infrarouge ou le Raman et analyse élémentaire) ; ainsi que (ii7) une faible
cristallinité (caractéris€¢ par des diffractogrammes de rayons X avec des raies de Bragg
larges). Néanmoins, 'utilisation de ces apatites biomimétiques en tant que modele du minéral
osseux a ses limites, puisqu’il n’est pas pris en compte I’influence de toutes les substitutions
ioniques (autres que les COs>). C’est la raison pour laquelle nous avons entrepris la synthése
d’une apatite biomimétique possédant potentiellement autant de substitutions ioniques que le
minéral osseux, en la précipitant a partir d’une solution de SBF (pour « Simulated Body

Fluid », une solution synthétique qui mime la composition ionique du plasma sanguin), cf.

chapitre I1.
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Figure 12. Spectres infrarouge de différents échantillons : (A) Apatite nanométrique de
synthése dont la finesse de la bande d’élongation des espéces POs d ~ 1020 cm™ refléte
[’ordre local important ; (B) Os provenant du museau de baleine dont la bande d’élongation
des espéces PO, da ~ 1020 cm™ est grandement élargie par rapport a celle de I'apatite
cristalline de synthese. Cet élargissement provient notamment du désordre structural causé
par 'incorporation d’ions carbonates, incorporation avérée a la vue des bandes d’élongation
C-O vers 1415 cm”. A noter qu’aucun signal provenant du collagéne n’est observable
confirmant ainsi son tres fort taux de minéral (~ 96 %) ; (C) Calcite géologique permettant de
confirmer Uattribution des bandes vers 1415 cm™ aux élongations C-O de I’espéce CO5™ ;
(D) Tendon minéralisé de dinde qui présente a la fois des signaux provenant du collagene (a
comparer avec (E) et des signaux provenant de I’apatite. Image reproduite d’apreés Pasteris

et al. [50].
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En ce qui concerne le minéral osseux, les substitutions ioniques y sont tres
variées : (i) les sites cristallographiques du Ca®" peuvent accueillir des ions Na*, Pb*", Ba*"
voire Sr*"...; (ii) le site cristallographique des PO, peut quant a lui accueillir des ions
HPO,* ou CO5™ ; alors que (7ii) celui des OH™ peut accueillir des ions comme CI', F, COy” ...
Ces substitutions se font donc de maniére assez anarchique, sans respecter ni la forme du
polyedre, ni la taille, ni méme la charge des especes initiales qu’elles remplacent. Chacune de
ces substitutions sont donc autant de contraintes qui vont s’exercer sur le réseau, lesquelles
pouvant ainsi potentiellement modifier I’ordre a courte et & moyenne distance [44]. Cela se
refléte en diffraction des rayons X ou bien a 1’aide de diverses techniques spectroscopiques
(RMN, infrarouge, Raman), ou respectivement, les raies de diffraction et les pics de
résonances d’une apatite substituée se retrouvent élargies par rapport a celles d’une apatite
steechiométrique (cf. Figure 12). Des mécanismes sont propos€s pour prédire les
conséquences de ces substitutions au sein de la structure [57]. Lorsque celles-ci s’effectuent
par des ions de charge différente par rapport aux especes initiales, cela nécessite une
compensation locale des charges afin de conserver 1’¢lectroneutralité du solide. Ceci peut se
traduire par la création d’un ou plusieurs types de lacunes, ou bien par un effet coopératif
impliquant la création d’une lacune ainsi que d’une substitution supplémentaire. De plus, des
substitutions couplées peuvent également avoir lieu. Ci-dessous sont détaillés quelques

exemples de ces mécanismes :

Substitutions par des ions carbonates :

- Type A : OH » CO;* + O(OH)
Type B : PO, » COs> + O(Ca®*") + O(OH)
PO, » COs* + O(Ca*") + Na”
- Type A/B : PO, + OH P 2COs> (i.e. un COs™ en site A +un CO5™ en site B)

Substitutions par des ions hydrogénophosphates :

- PO,/ » HPO,” + O(OH) + O(Ca*")

. . , . 3. . o, .
Il est a noter qu’aucune lacune du site occupé par les ions PO, n’a jamais €t€ mise en
¢vidence. L’occupation de ces sites, lesquels composent en quelque sorte le squelette du

réseau, semble donc primordiale afin s’assurer la stabilité de la structure [57].
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I-3-4) Composition chimique

Toutes ces substitutions font qu’il est difficile de donner une formule chimique
intrinséque précise de 1’apatite osseuse. C’est de toute maniere totalement antinomique avec
le fait que 1’0s est un organe vivant. La composition du minéral varie en fonction des especes,
de leur age, de leur régime alimentaire, et également de la localisation de la piece osseuse
considérée. Pour un individu donné, la composition de 1’apatite osseuse peut étre également
hétérogéne au sein méme d’une unique piece osseuse. En effet, la composition du minéral
dépend de I’activité métabolique de I’individu, qui elle-méme répond parfois a des impératifs
trés locaux, comme la réparation d’une microfracture ou bien la présence d’une inflammation
bactérienne par exemple. De plus, il faut aussi considérer 1’dge du cristal lui-méme, qui n’aura
pas la méme composition s’il vient tout juste d’€tre généré par le tissu ou bien alors s’il s’agit
d’un cristal mature [61]. Les conséquences engendrées par le vieillissement des cristaux
d’apatite osseuse seront précisées ultérieurement (cf. 1-4-6). Néanmoins, il est possible de
donner des compositions chimiques moyennes obtenues par analyse chimique élémentaire. De
telles compositions sont récapitulées au sein du Tableau 3 pour les trois types de tissus
minéralisés humain : c'est-a-dire I’os, la dentine et I’émail. Il apparait clairement d’apres ces
résultats que, les apatites biologiques ont des compositions variables en fonction du tissu dans

lequel elles sont incorporées.

Elément (% massique) Os Dentine Email A.pati,te .
steechiométrique

Ca 34,80 35,10 36,50 39,60

P 15,20 16,90 17,70 18,50
Na 0,90 0,60 0,50 -
Mg 0,72 1,23 0,44 -
K 0,03 0,05 0,08 -
C inorganique 1,48 1,12 0,7 -
F 0,03 0,06 0,01 -
Cl 0,13 0,01 0,30 -

Tableau 3. Compositions chimiques moyennes en pourcentage massique de [’os, de la dentine
et de l’émail humain (individu d’'un dge indéterminé), ainsi que d’une apatite steechiométrique
de synthese ; le tout obtenu par analyse chimique élémentaire. Tableau reproduit d’apres
Dorozhkin [62].

La différence la plus notable est celle qui concerne la substitution en ions
carbonates, laquelle est tres importante dans 1’os (jusqu’a 8 % en masse), alors qu’elle est

beaucoup moindre dans I’émail (de I’ordre de 3 % massique). Les autres types de substitution
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sont également concernés et se retrouvent également a des taux inférieurs au sein de 1’émail.
Le faible taux de substitution au sein de I’émail comparé a celui important au sein de I’os,
induit des différences notables concernant leurs structures cristallines ainsi que leurs

réactivités respectives au sein de leurs tissus.
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Figure 13. Diffractogrammes de rayons X obtenus avec la raie Kal du Cu de : (A) une
apatite osseuse ; (B) une apatite de la dentine ; (C) une apatite de I’émail. Les raies de
diffraction de I’apatite de [’émail sont fines et bien définies, alors que celles de [’apatite de
[’os et de la dentine sont élargies. Image reproduite d’apres LeGeros [36].

Leurs réponses respectives en diffraction des rayons X illustrent ces différences.
En effet, le diffractogramme de rayons X du minéral osseux possede des raies de diffraction
¢largies par rapport a celles du minéral de 1’émail (cf. Figure 13). Cependant, le désordre
engendré par les substitutions n’est pas la seule raison expliquant ce fort élargissement des
raies. En effet, il y a également un effet di a la taille des cristallites : alors que les cristaux de
I’apatite osseuse sont de treés petite taille (d’une épaisseur allant de 1,5 a 4 nm et d’une
longueur de ~30 a ~50 nm) ; ceux de 1’apatite de 1’émail sont bien plus conséquents (pouvant

atteindre environ 2 um de longueur).

Les formules brutes moyennes du minéral de I’émail et de I’os bovin proposées

par Legros et al. dés 1987 [63] sont encore souvent reprises dans la littérature :

Emalil :
Cag 4 o6 (PO4)s.4 (HPO4 et CO3)o6 (OH et V2 CO3)14 Oos

Os:
Cag3 017 (PO4)ss (HPO4 et CO3); 7 (OH et/ou 2 CO3)o3 O 7
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Ces formules ont été établies en négligeant les substitutions qui sont mineures en nombre,
telles que celles par les ions sodium et magnésium par exemple. Néanmoins, on se rend
compte a nouveau que le minéral de I’émail est moins substitué¢ que le minéral osseux. Les
substitutions principales du minéral osseux sont celles en ions carbonates et
hydrogénophosphates. Il est proposé que, afin d’assurer 1’électroneutralité du solide, ces
substitutions engendrent la présence de nombreuses lacunes de calcium et d’hydroxyle. C’est
pourquoi ’apatite osseuse est considérée comme une apatite carbonatée déficiente en calcium
et en hydroxyle. Une telle composition est en accord avec le ratio Ca/P d’apatites osseuses
mesuré¢ dans la littérature (soit entre 1,3 et 1,6), valeurs sensiblement inférieures a celle de

1,67 d’une apatite stoechiométrique.

Par ailleurs, il se trouve que le minéral osseux est tellement déficitaire en
hydroxyle, qu’une controverse importante a eu lieu durant plusieurs années quant a leur réelle
présence ou non au sein de la structure [64]. Ceci vient du fait que leur présence n’est pas
détectable sur un échantillon d’os frais ou déprotéiné, et ceci ni par spectroscopie infrarouge
[64] et Raman [65], ni par RMN du 'H simple impulsion [64] ; alors qu’elle I’est aisément
dans les mémes conditions dans le cas d’une apatite stecechiométrique. La détection de ces
hydroxyles dans I’os a finalement été rendue possible grace a I’utilisation d’une technique
RMN 'H-"'P bidimensionnelle [66], [67], dont nous reparlerons dans le chapitre II. De plus,
cette déficience en ions OH a pu étre estimée. Il a ainsi ét¢ montré que les ions OH
n’occupaient leur site cristallographique que seulement dans 20% des cas au sein d’une

apatite osseuse [66].

Au final, le caractére lacunaire important de [’apatite osseuse est connu pour
accroitre sa solubilit¢ [36], lui permettant ainsi d’assurer plus aisément ses fonctions
métaboliques. Ceci est tout le contraire de I’apatite de 1’émail, connue pour étre une apatite
plus proche de la steechiométrie, qui a besoin d’étre le moins soluble possible pour faire face
aux attaques acides des aliments ou des bactéries [57]. A noter également que la taille
nanométrique des cristaux de 1’apatite osseuse (~1,5-4 x ~10-20 x ~30-50 nm’) leur confére
une tres grande surface spécifique, ce qui va de pair avec leur vitesse de dissolution rapide
[50], permettant ainsi d’assurer le remodelage du tissu. A Dl’inverse, I’apatite de 1’émail
composée de cristaux de taille micrométrique et de faible surface spécifique, n’est jamais
remodelée par I’organisme [50]. Tout ceci met en exergue la forte adaptabilité de 1’apatite afin

de répondre au mieux a ses fonctions biologiques.
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1-4 / Biominéralisation osseuse

La biominéralisation est le processus par lequel un organisme vivant va induire la
formation d’un minéral. Néanmoins, méme si cela a ét¢ un sujet d’étude majeur depuis de
nombreuses années, toute la lumiére n’a pas encore ¢été faite sur les mécanismes de
biominéralisation du tissu osseux. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’il n’est jamais aisé de
caractériser des objets de taille nanométrique tels que les cristaux d’apatite, et ceci était
encore plus vrai par le passé sans les techniques plus performantes dont nous disposons
aujourd’hui. Ensuite, lors de sa croissance, le minéral est imbriqué de maniére trés intime du
début a la fin du processus avec la matrice organique, ce qui complique fortement son
observation et donc I’étude de sa formation et de son organisation 3D. De plus, comme déja
évoqué, la déposition du minéral s’effectue au sein d’un tissu vivant, continuellement
synthétisé et résorbé par 1’organisme. Il en découle des conséquences importantes, lesquelles
sont trés bien résumées par la formule de Melvin Glimcher, a savoir que « les propriétés

physico-chimiques du minéral sont hétérogenes dans le temps et I’espace » [2].

I-4-1) Morphologie des cristaux du minéral osseux
La morphologie des cristaux d’apatite osseuse, sous forme de plaquettes, peut étre
observée directement sur un échantillon d’os brut a partir d’un cliché de MEB (cf- Figure 14,

correspondant a la surface fracturée d’un os cortical de babouin [68]).

100nm

[ ——

Figure 14. Cliché de MEB d’une surface fracturée d’'un os cortical de babouin, laissant
apparaitre la morphologie plaquettaire adoptée par les cristaux d’apatite osseuse, lesquels
sont disposés en strates. Image reproduite d’apres Reznikov, Shahar, et Weiner [68].
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L’autre solution consiste a observer les cristaux isolés par MET, lesquels sont
préalablement extraits de leur charpente organique a 1’aide d’un traitement chimique (en
solution aqueuse de NaOH concentré [69], d’hydrazine [70] ou bien de NaClO [71]), ou
thermique (a 1’état sec incinéré sous une torche a plasma, cf. Figure 15 [72]). Ainsi, un cristal
isolé d’apatite osseuse se trouve sous la forme d’une plaquette de forme irréguliere et de taille
nanométrique, ici ~15 nm de largeur et ~30 nm de longueur pour les plus grandes (pour un os
de bovin adulte). Par ailleurs, toujours pour un os cortical de bovin adulte, une étude poussée
par AFM (« Atomic Force Microscopy »), a montré qu’approximativement 98% des
plaquettes d’apatite osseuse avaient une épaisseur inférieure & 2 nm (jusqu’a une valeur
minimale de ~ 0,6 & 0,2 nm, soit une maille cristalline) [73] ; mais une potentielle altération

de ces derniéres durant leur extraction est difficile a exclure.

¥

30 nm

Figure 15. Cliché MET de cristaux isolés provenant d’un os cortical de bovin, ou la matiere
organique fut totalement dégradée suite a son incinération sous une lampe a plasma. Image
reproduite d’apres Kim, Rey et Glimcher [72].

Il est a noter qu’une telle morphologie plaquettaire est inattendue, puisque les
synthéses in vitro conduisent généralement en une morphologie sous forme d’aiguilles ou de
batonnets. De la méme manicre, la cristallographie prédit que la morphologie adoptée par les
cristallites soit sous la forme de batonnets. En effet, 1’apatite osseuse cristallise selon une
maille hexagonale (groupe d’espace P63/m, cf. Figure 11), ou les directions (h00) et (0k0)
sont strictement équivalentes, ce qui est défavorable a une croissance cristalline sous la forme

de plaquettes.
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1-4-2) Déposition au sein de la MEC & Organisation 3D du minéral osseux

1-4-2-a) Nucléation homogene au sein des vésicules matricielles

L’un des objectif majeur des études portant sur la biominéralisation osseuse est de
comprendre ou et comment se déroule la déposition du minéral (ou calcification) au sein de la
MEC ; alors que dans le méme temps, aucun minéral ne se dépose au sein des tissus non-
minéralisés (a I’exception des calcifications pathologiques). Cette question se pose a juste titre
car les tissus minéralisés (os, dent...) et les tissus non-minéralisés (le tissu pulmonaire par
exemple) sont tous baignés par le méme fluide extracellulaire [2], lequel est sursaturé a

I’égard de nombreuses phases cristallines dont I’hydroxyapatite [6].

Les premicres hypothéses émises a partir des années 1920-1930 afin de décrire
la déposition du minéral osseux, se sont orientées vers une possible activité cellulaire propre
au tissu osseux via les ostéoblastes [74]. Plus précisément, il fut proposé que la nucléation
de Dapatite se produit a Dintérieur de vésicules extracellulaires (appelés vésicules
matricielles) provenant de la membrane plasmique externe des ostéoblastes [75], [76]. En
effet, ’activité biologique a I’intérieur de ces dernicres conduit a I’augmentation locale de la
concentration en précurseurs ioniques du minéral (Ca®", PO,>...), qui serait telle qu’elle
conduirait en une sursaturation élevée pouvant induire spontanément la nucléation
homogene de 1’apatite [74]. Dans les faits, dans le cas des phosphates, cette augmentation de
la concentration vient de la transformation de phosphates organiques en phosphates
inorganiques (résultante de 1’hydrolyse d’esters phosphoriques contenus dans le sang sous
I’action de certaines enzymes, telle que la phosphatase alcaline [77]-[79]). Dans le cas des
ions calcium qui sont principalement extracellulaires, leur acheminement au sein de la
vésicule matricielle est supposé étre favorisé par des canaux ¢€laborés par des protéines
transmembranaires, telles que les annexines [80]. Enfin, suite a ’augmentation de la taille
des germes devenus cristaux, les vésicules matricielles vont se dégrader. Ces cristaux
seraient ainsi expulsés au sein du fluide extracellulaire, et viendraient finalement se déposer

sur la matrice extracellulaire [75].

1-4-2-b) Localisation & Organisation 3D

Dans les années qui suivirent, bien aidées par les progrés réalisés en microscopie,
de nouvelles hypotheses virent le jour. En effet, dés les années cinquante, des observations

trés fines effectuées en MET ont pu étre réalisées directement sur des fragments d’os
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compact. Ces observations ont permis pour la premiére fois de localiser les cristaux d’apatite
au sein des fibrilles de collagene [81]-[83]. Plus précisément, il s’est avéré qu’ils sont
principalement concentrés a I’intérieur des zones de gap et d’overlap le long de 1’axe des
fibrilles, adoptant ainsi la méme répétition périodique d’environ 67 nm que les fibrilles de
collagene. En parall¢le, des résultats obtenus par diffraction des rayons X ainsi que par
diffraction électronique, ont permis de déterminer 1’orientation adoptée par les cristaux
d’apatite [83]. Il s’est avéré que ces derniers étaient tous coalignés entre eux selon leur axe
cristallographique c, ainsi que selon I’axe longitudinal de la fibrille de collagene dans laquelle
ils sont incorporés [83] (cf. Figure 16). Il est ainsi proposé que cette fagon qu’ont les
plaquettes d’apatite a s’organiser en 3D les unes avec les autres, est une des origines des
propriétés mécaniques du tissu osseux, et notamment sa forte résistance aux fractures [84],
[85]. Cette organisation 3D des cristaux d’apatite sera ainsi étudiée en détail lors du
chapitre IV de ce manuscrit, a I’aide d’observations par cryo-MET, ainsi que par des

analyses WAXD (pour « Wide-angle X-ray Diffraction »).

Figure 16. (A) Cliché obtenu par microscopie a champ lumineux d’un échantillon d’os de
fémur humain (coupe paralléle a [’axe long du fémur) ; la fleche rouge indique [’orientation
des fibrilles de collagene. Les zones plus contrastées correspondent aux cristaux d’apatite, et
les striations périodiques correspondent aux zones de gap et d’overlap. (B) Cliché de
diffraction électronique de la zone observée en (A), dont le renforcement des plans (002) et
(004) indiquent le coalignement des cristaux d’apatite le long de leur axe cristallographique
¢, ainsi que selon [’axe longitudinal des fibrilles de collagene. Echelle égale a 200 nm. Image
reproduite d’apres Arsenault et al. [86].

1-4-2-¢) Nucléation hétérogene au sein des fibrilles de collagene

Suite aux observations des cristaux d’apatite au sein méme des fibrilles de

collagéne, I’hypothése d’un mécanisme par nucléation hétérogéne a ainsi ét€ proposé
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[87] ; ceci donc au détriment d’un mécanisme par nucléation homogene au sein des vésicules
matricielles envisagé auparavant. Melvin Glimcher définit la nucléation hétérogéne comme
étant : « ’induction d’une phase solide a partir d’'une solution métastable a la surface d’autres
phases solides, dont la structure interatomique refléte étroitement celle de la phase solide qui
vient d’étre nucléée » [2]. Dans ce cas de figure, un ou plusieurs résidus peptidiques au sein
des fibrilles de collageéne servirait comme template vis-a-vis des précurseurs ioniques en
solution, permettant d’initier la nucléation puis la croissance du minéral au sein méme des

fibrilles [31].

Afin de vérifier cette hypothese de nucléation hétérogéne au sein des fibrilles, de
nombreuses études de minéralisation in vitro de fibrilles ont été réalisées [74], [83]. Ces
fibrilles proviennent dés lors de tissus animaux non-minéralisés (comme les tendons), ou bien
minéralisés mais décalcifiés au préalable, lesquelles ont toutes été purifiées dans le but d’en
extraire toutes les protéines non-collagéniques ainsi que les cellules (permettant ainsi de
déceler seulement I’impact du collagéne). On obtient de cette fagon ce que 1’on appelle des
fibrilles de collagene natives. Ainsi, une fois baignées dans une solution métastable sursaturée
a 1I’égard de I’apatite (avec des concentrations en précurseurs ioniques similaires a celles
rencontrées in vivo), il a été proposé par le passé que de telles fibrilles natives étaient capables
a elles seules d’initier la nucléation hétérogene de I’apatite [83], [87]. Cependant, des études

plus récentes tendent a montrer le contraire [88].

GLU ARG IH LYSE@3

Figure 17. Modele moléculaire des régions C-terminales et N-terminales des molécules de
collagene au sein des zones de gap. Ce modele réveéle la présence de certains résidus d’acides
amines tels que : GLU (le glutamate), ARG (I’arginine) et LYS (la lysine). Les chaines
latérales de la lysine et de I’arginine sont chargées positivement et sont ainsi capables de
fixer dans leur voisinage des anions orthophosphates par le biais d’interactions
coulombiennes. Les chaines latérales des résidus glutamate chargées négativement vont au
contraire plutot fixer des cations calcium. Image reproduite d’apres Landis [31].



47

Quoi qu’il en soit, des observations par microscopie électronique [89], [90], ainsi
que des études par diffraction des rayons X et diffraction des neutrons [91], [92], ont montré
que la déposition initiale des germes d’apatite se faisait en des endroits bien précis le long de
I’axe longitudinal des fibrilles, et plus précisément au sein des zones de gap [93], [94]. Ces
zones de gap, qui sont limitrophes a la fois aux régions C-terminales et N-terminales des
molécules de collagene, seraient ainsi un site privilégié pour la nucléation de I’apatite. De
plus, d’aprés Melvin Glimcher, ce site serait « favorable en terme de volume, de structure, de
composition chimique, et voire méme de distribution de charges électriques provenant de
résidus d’acides aminés spécifiques » afin d’initier la nucléation hétérogene des germes
d’apatite [74]. Dans ce sens, des modeles moléculaires de ces régions C-terminales et N-
terminales du collagéne ont été proposés, et ont montré la présence de certains résidus

d’acides aminés tels le glutamate, I’arginine et la lysine [31] (¢f. Figure 17).
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Figure 18. Schéma du mécanisme de la minéralisation de fibrilles de collagene : avec
premierement la déposition de cristaux d’apatite au sein des zones de gap ; puis ensuite leur
expansion au sein des espaces intermoléculaires entre les fibrilles de collagene (zones
d’overlap). Image reproduite d’apres Glimcher [83].
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Ces résidus d’acides aminés sont connus pour étre théoriquement capable de fixer
des ions calcium et orthophosphates dans leur voisinage [31], et servir ainsi de template pour
la nucléation future de 1’apatite. Une fois nucléée, cette apatite va croitre jusqu’a former des
cristaux qui vont remplir tout I’espace disponible au sein des zones de gap (d’un diamétre de
~2 a ~6 nm), lesquels vont ainsi s’étendre 1égérement pour s’en accommoder [95]. Une fois
ceci accompli, la minéralisation continue et des cristaux vont venir se déposer au sein des
espaces intermoléculaires entre les fibrilles de collagéne [83], correspondant aux zones
d’overlap (cf. Figure 18). Ces zones d’overlap sont parfois aussi appelées « pore zone » [96],
[97], et auraient un diamétre d’environ 0,6 nm [98]. C’est durant ces étapes de croissance
que s’effectuerait la propagation ordonnée des cristaux (avec leurs larges faces (100)
paralleles les unes aux autres, et leurs axes cristallographiques ¢ paralléles a 1’axe longitudinal
des fibrilles, ¢f. Figure 18); mais la nature et les fonctions des composés qui la

gouvernent restent une question fondamentale de la biominéralisation osseuse.

La théorie de nucléation hétérogéne du minéral sur des sites particuliers au sein
des fibrilles de collagéne est néanmoins sujette a questionnement. En effet, cela n’explique
pas le fait qu’aucune déposition de minéral n’est observée au sein d’autres tissus, pourtant
¢galement composés de fibrilles de collagene de type I (comme les tendons, a I’exception de
certains tendons minéralisés chez la dinde [92]). De son coté, la théorie de la nucléation
homogene a I’intérieur de vésicules matricielles provenant des ostéoblastes, parait antagoniste
avec une déposition du minéral au sein des fibrilles de collagéne. En effet, les vésicules
matricielles et les fibrilles de collagéne sont deux entités qui sont spatialement séparées [’une
de l'autre. De plus, un mécanisme de nucléation homogene aurait a priori tendance a
entralner une apparition des germes de facon aléatoire au sein de la MEC, et non

périodiquement en des endroits bien précis au sein des zones de gap des fibrilles de collagene.

Ce paradoxe peut tout d’abord s’expliquer par le fait que 1’arrangement
tridimensionnel particulier des fibrilles de collagéne (selon le modéele de Hodge et Petruska),
aurait ¢galement son importance lors de la nucléation des germes d’apatite [30]. En effet,
méme si cet arrangement conduit a la création des zones de gap ou la présence de certains
résidus d’acides aminés rend théoriquement possible la nucléation de 1’apatite, il y aurait
¢galement une contrainte stérique a prendre en compte. Il a ainsi ét¢ montré que 1’espace
intermoléculaire (ou pore) entre les fibrilles de collagéne au sein de tendons de queue de rat

¢tait plus étroit que celui de I’os. Cet espace serait tellement étroit que cela empécherait
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I’acheminement des ions orthophosphate jusqu’aux zones de gap, inhibant de cette manicre

toute déposition de minéral [96], [98].

I-4-3) Roles des protéines non-collagéniques

Il faut cependant rappeler que le tissu osseux n’est pas seulement composé d’une
composante minérale de cristaux d’apatite et d’une charpente organique de fibrilles de
collagéne. En effet, environ deux-cents macromolécules appelées protéines non-collagéniques

(PNCs) sont également présentes au sein de la MEC [11].

Il se trouve par ailleurs que la présence de ces PNCs est intrinséque aux tissus
osseux puisqu’elles sont sécrétées spécifiquement par les ostéoblastes ; bien que certaines
d’entre elles se retrouvent également chez d’autres tissus minéralisés, telle la DMP-1 (pour
Dentin Matrix Protein-1) que I’on retrouve €galement au sein la dentine par exemple [99]. Au
fil des années, le séquencgage de plusieurs de ces PNCs a décel¢ la présence d’une grande
diversité de résidus d’acides aminés [8] : sérine, phosphosérine, thréonine, phosphothréonine,
arginine, lysine, acide glutamique, acide aspartique... De nombreuses études tendent a
montrer que les fonctions chimiques qui se trouvent sur les chaines latérales de ces résidus,
sont capables d’interagir de facon spécifique avec : (i) les composés de la MEC (fibrilles de
collagéne et cristaux d’apatite) ; (7i) les cellules osseuses ; ainsi que (iii) les précurseurs
ioniques en solution (Ca2+, HPO42'. ..). Ces PNCs sont donc au contact de tous les acteurs de
la minéralisation osseuse, et sont ainsi fort logiquement suspectées de jouer un role majeur a
chaque étape de 1’ostéogénese, incluant : (i) la déposition du minéral (a savoir la nucléation et
la croissance) ; (ii) le controle de la morphologie des cristaux ; (iii) 1’inhibition de la
croissance du minéral ; et enfin (iv) le coalignement des cristaux [8], [9]. La biochimie de ces
PNCs est d’une incroyable complexité et touche ainsi de nombreux aspects. Elle est des lors
trés difficile a décrire dans son ensemble. C’est pourquoi, dans ce manuscrit, seulement
quelques exemples ont été rapportés afin de décrire succinctement les réles de quelques unes

de ces PCNs lors du processus de biominéralisation.

Le r6le de certaines PNCs est schématiquement représenté au sein de la Figure
19, d’apres le mécanisme de minéralisation proposé par Anne George et Arthur Veis [8]. Tout
d’abord, certaines PNCs synthétisées par les ostéoblastes en méme temps que le tissu ostéoide
vont venir se fixer sur ce dernier, comme par exemple : la BSP (pour Bone SialoProtein) ; la

DMP-1 (pour Dentin Matrix Protein-1) ; ou encore I’OPN (pour ostéopontine) [100], [101].
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Cette fixation s’effectue spécifiquement au sein des zones de gap du collagene, et serait, par
exemple, gouvernée par des forces ¢électrostatiques dans le cas de DMP-1 [102], [103]. La
BSP, la DMP-1 et ’OPN font toutes trois partie de la famille des glycoprotéines, et plus
particulicrement partie de la sous famille des SIBLINGs (pour Small Integrin-Binding
LIgand, N-linked Glycoproteins).
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Figure 19. Mécanismes de minéralisation du tissu osseux impliquant certaines protéines non-
collagéniques (PNCs) : (a) « Activation » de la matrice organique de collagene suite a
[’adhésion de PNCs a sa surface ; (b) Accumulation des précurseurs ioniques sur ces PNCs ;
(¢) Nucléation hétérogene puis croissance du minéral conduisant a la minéralisation de la
matrice organique de collagene ; (d) Addition de nouvelles PNCs responsables de la
régulation de la taille et de la forme des cristaux, afin d’obtenir une matrice de collagene
minéralisée mature (e). Image reproduite d’apres Veis et George [8]

Ces SIBLINGs posseédent notamment le point commun d’avoir une composition
riche en résidus chargés négativement (tels des résidus glutamate et aspartate, constituant
environ 30 a 36 % du nombre total de résidus a eux deux [10]), et riche en résidus de
phosphosérine (ce dernier provenant de la phosphorylation post-traductionnelle de la sérine)
[8]. 1l se trouve qu’il existe une forte affinité des fonctions carboxylates (provenant des
résidus glutamate et aspartate) ainsi que des groupements phosphates (provenant des résidus
phosphosérine) envers les ions calcium [74], [104]-[107]. Par ailleurs, certaines études
menées in vitro tendent a montrer qu’une augmentation modérée de la concentration de ces
SIBLINGsS entrainait une accélération de la vitesse de nucléation des cristaux d’apatite [108].
Tous ces indices accréditent clairement I’hypotheése que ces SIBLINGs peuvent promouvoir la
nucléation hétérogeéne de ’apatite (en utilisant des concentrations en précurseurs ioniques

similaires a celles rencontrées in vivo).
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Afin de décrire ces phénomenes, deux modeles de mécanismes sont décrits au sein
de la Figure 20. Les SIBLINGs sont donc suspectées d’interagir avec les cations métalliques
en solution, et principalement le calcium via leurs chaines latérales anioniques. La
concentration de ces cations métalliques est donc accrue localement au voisinage des
SIBLINGs, ce qui conduirait a la nucléation puis a la croissance du minéral. Afin de
comprendre ce processus, des études in vitro sont menées, ou les SIBLINGs sont souvent
remplacées par des polyélectrolytes modeles de syntheése (lesquels sont également riches en
résidus acides tel 1’acide polyaspartique). Il est proposé que 1’association des ions calcium
avec les chaines chargées de ces polyélectrolytes forme un intermédiaire réactionnel appelé
PILP (pour Polymer-Induced Liquid Precursor) [109]-[111]. Ce PILP permettrait tout d’abord
la complexation des précurseurs ioniques. Puis, étant donné son caractére liquide, il
permettrait I’acheminement des ions ainsi formés au sein des zones de gap et d’overlap des
fibrilles de collagéne [111], le tout suivi par la formation d’un précurseur sous forme de

particules de minéral amorphe.

Cependant, il est intéressant de remarquer qu’en fonction de sa concentration, une
méme PNC peut avoir un role d’initiateur de la nucléation, ou bien plutdt un réle d’inhibiteur
de la croissance cristalline [22]. Autre fait frappant, une PNC telle la DMP-1 par exemple, est
suspectée de posséder différents domaines au sein de sa chaine polypeptidique. Il est proposé
que certains soient initiateurs, alors que d’autres soient plutot inhibiteurs de la croissance
cristalline [112], [113]. Cette poly-fonctionnalité de certaines PNCs explique 1’obtention de
résultats parfois contradictoires dans la littérature. Au final, I’absence de minéral dans les
tissus autres que 1’os et la dent peut s’expliquer par la présence en quantité adéquate de PNCs
spécifiques. Lesquelles seraient ainsi chargées d’en inhiber totalement la nucléation et la
croissance, tels certains protéoglycanes ou bien la MGP (Matrix GLA Protein) par exemple
[114], [115]. Une étude particulierement convaincante allant dans ce sens a été réalisée, et a
consisté a implanter des fibrilles de collagéne natives au sein d’un tissu physiologiquement
non minéralisé. Ces fibrilles de collagéne natives, dépourvues de toutes PNCs, ont pu étre
minéralisées au bout d’environ 2 semaines suite a leur introduction au sein de la peau de lapin

[116].

I est également proposé que certaines PNCs puissent se charger de moduler la
morphologie des cristaux d’apatite sous forme de plaquette via des interactions sélectives a la

surface de cette dernicre (cf. Figure 20-C). En effet, dans la grande majorité des cas, les
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synthéses in vitro d’apatite, aussi bien avec ou sans adjuvants organiques, conduisent a
I’obtention de cristaux sous forme d’aiguilles ou de batonnets. De plus, une fois le minéral
déposé, sa croissance doit étre inhibée afin d’en empécher une déposition incontrdlée, laquelle
deviendrait ainsi potentiellement une calcification pathologique. La encore, les PNCs sont
suspectées de jouer ce role d’inhibiteur de croissance cristalline [22], [74]. Dans ce sens, des
¢tudes in vitro ont permis de montrer que certaines PNCs comme [’ostéocalcine et
I’ostéopontine inhibent la minéralisation ; alors que d’autres comme la BSP, et la DMP-1
auraient plutot tendance a augmenter le taux de minéral formé [117]-[121]. Il est parfois aussi
proposé que certaines PNCs telle la fétuine, laquelle est trop volumineuse pour s’insérer a
I’intérieur des fibrilles de collagéne, soit un inhibiteur de croissance extrafibrillaire [122],

[123].

Enfin, concernant I’organisation du minéral, il est proposé que si la protéine
servant de template ne posseéde pas une structure tridimensionnelle organisée, alors la
nucléation des germes d’apatite, puis leur croissance se ferait de fagon aléatoire (cf. Figure
20-A). Ceci parait donc antagoniste avec le coalignement entre les cristaux d’apatite observé
au sein du tissu osseux. De ce fait, il est proposé que la nucléation des germes d’apatite doive
étre contrdlée, pour permette ensuite une propagation ordonnée des cristaux d’apatite selon
leur axe cristallographique ¢ (potentiellement par le biais d’un mécanisme de croissances
épitaxiales successives, cf. Figure 20-B). Pour ce faire, il est requis que la protéine template
adopte une structure tridimensionnelle réguliére et périodique. De telles structures protéiques
régulieres pourrait premi¢rement provenir de la fagon particuliere avec laquelle les protéines
template s’immobilisent au sein des zones de gap du collagene [8]. Ensuite, et a titre
d’exemple, une protéine telle la DMP-1 est connue pour adopter une structure
tridimensionnelle réguliere sous forme de feuillets B une fois au contact d’ions calcium [8§],
[112]. Jusqu’a présent, seules certaines PNCs ont été proposées comme agent
structurant du minéral au sein du tissu osseux afin d’y favoriser le coalignement des

cristaux (telle la DMP-1 [124]).



53

Figure 20. Modeles des mécanismes de la déposition du minéral impliquant des protéines
non-collagéniques (PNCs) : (A) Nucléation puis croissance aléatoire du minéral sur une PNC
template qui posséde une structure tridimensionnelle désordonnée,; (B) Nucléation
périodique puis croissance orientée par épitaxie du minéral sur une PNC template qui
posséde une structure tridimensionnelle ordonnée et périodique ; (C) Interactions sélectives
de certaines PNCs a la surface des cristaux en formation afin de moduler leur morphologie
finale sous forme de plaquette. Image reproduite d’apres Beniash [22].
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Néanmoins, lors de travaux antéricurs effectués au laboratoire, il a été observé
qu’il était possible d’obtenir des cristaux d’apatite de morphologie plaquettaire (et allongés
selon I’axe ¢) en ’absence d’aditifs organiques, lorsque leur formation est contrélée par des
parametres thermodynamiques plutét que cinétiques [69]. La caractérisation structurale et
chimique de ces apatites de synthése, ainsi que leur comparaison avec le minéral osseux,

seront détaillées en profondeur au sein des chapitres II & III.

De plus, lors d’une thése effectuée récemment au laboratoire, il a été montré que
la croissance confinée de cristaux d’apatite a I’intérieur de fibrilles de collagene peut étre
réalisée in vitro en absence de toute PNC (en utilisant des concentrations en précurseurs
ioniques bien plus importantes que celles du fluide extracellulaire) [125]. Par ailleurs, cette
croissance confinée conduit alors a une organisation 3D similaire a celle observée dans 1’os
(ou les plaquettes d’apatites sont coalignées entre elles, et ou I’axe ¢ des cristaux est coaligné

avec I’axe longitudinal des fibrilles de collageéne).

Ces résultats questionnent le role des PNCs sur le controle de la morphologie et de
I’organisation 3D des plaquettes d’apatite in vivo tout en proposant néanmoins qu’elles
concentrent localement au niveau des zones de gap les précurseurs ioniques du minéral afin

d’y permettre la nucléation.
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1-4-4) Mécanismes de nucléation/croissance du minéral osseux

Le ou les mécanismes de croissance qui permettent aux précurseurs ioniques en
solution de s’assembler pour former des cristaux matures d’apatite osseuse sont encore tres
méconnus. En effet, il n’existe pas de technique permettant d’observer la croissance in situ et
in vivo du minéral. Cependant, plutét qu’une limitation due a la technique, le fait que le
renouvellement osseux des mammiferes s’effectue de maniére global sur I’organe, et non pas
au sein d’un lieu spécifique résolu spatialement, est 1’obstacle majoritaire qui freine la
compréhension des phénoménes de formation du minéral. Dans le paragraphe 1-4-3, il a été
discuté du fait qu’il est communément proposé que la nucléation des premiers germes
d’apatite ait lieu a ’aide d’interactions spécifiques avec certaines PNCs in vivo (ou avec des
polyélectrolytes de synthese in vitro) ; avant une croissance le long de 1’axe des fibrilles de
collagéne, d’abord au sein des zones de gap puis d’overlap des fibrilles de collagéne (cf.
Figure 21). Enfin, rappelons également que les travaux de W. Landis ont permis de proposer
¢galement de la nucléation extra fibrillaire méme si ce n’est pas un consensus dans la

littérature [126].

Figure 21. Clichés Cryo-MET d’une fibrille de collagene a différentes étapes de sa
minéralisation in vitro (en présence d’acide polyaspartique) : (a) minéralisé pendant 24
heures ; (b) minéralisée pendant 48 heures ;et (c) minéralisée pendant 72 heures. Echelle
égale a 100 nn. Image reproduite d’apres Nudelman et al. [113].

1-4-4-a) Nucléation

Cependant, méme si le lieu ou se déroule la nucléation semble connu, nul ne
connait avec exactitude le mécanisme de nucléation/croissance précis, et plusieurs modeles
existent. Tout d’abord, la nucléation dite « classique », décrit I’assemblage coopératif des

précurseurs ioniques pour former un unique cluster de taille critique. C’est sur ce cluster de
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taille critique que va nucléer la phase cristalline d’apatite, laquelle va finalement croitre via un

apport ion par ion a sa surface jusqu’a former le cristal mature (cf. Figure 22-A) [127].

Cependant, une seconde théorie alternative prédit plutot la présence de clusters de
prénucléation de trés petite taille (de I’ordre de 10 A); c’est a dire des clusters stables qui
existent en solution avant 1’étape de nucléation (cf. Figure 22-B) [127]. Dans cette théorie,
ces clusters de prénucléation s’agrégent les uns avec les autres pour former un nucléus de plus
grande taille, nucléus métastable qui possede potentiellement une structure différente de celle
de I’apatite. Il est parfois proposé que ces clusters de prénucléation posseédent une structure
similaire aux «clusters de Posner ». Ceux-ci correspondraient a des briques sphériques
élémentaires de formule Cao(PO4)s et de diamétre d’environ 9,5 A dont I’agencement
tridimensionnel aléatoire formerait les grains des phases de phosphate de calcium amorphe
préparation [128], [129]. La question concernant la présence ou non de ces clusters de
prénucléation aux prémices de la formation de 1’apatite osseuse se pose a juste titre. En effet,
leur présence et leur transformation en cristaux d’apatite a été observée trés récemment in
vitro par cryo-MET au sein d’une solution de SBF (pour « Simulated Body Fluid ») [130],
[131]. Au final, le premier modéle (nucléation dite « classique ») n’est proposé¢ formellement

que seulement in vitro dans le cas de la croissance de certains sels simples.
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Figure 22. Les deux mécanismes de nucléation du minéral : A) la théorie dite « classique »
qui prédit [’assemblage coopératif des précurseurs ioniques pour former un unique cluster de
taille critique, sur lequel va nucléer la phase cristalline, et dont la croissance est assurée par
un apport successif d’ions a sa surface afin de former le cristal final ; B) la théorie dite
« alternative » qui prédit la présence initiale en solution de clusters de prénucléation stables
de tres petite taille, dont I’agrégation successive forme un nucléus métastable de plus grande
taille, nucléus a partir duquel la croissance cristallise s’initie. Image reproduite d’apres
Meldrum et Sear [132].
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Concernant le tissu osseux, le modele par I’intermédiaire de clusters de prénucéation est
davantage envisagé. De plus, ce dernier prédit la formation de nucléi métastables, et se pose
¢galement la question de quelle pourrait €tre leur structure (cristalline ou amorphe). Formulé
autrement, ces nucléi sont-ils des germes d’apatite en croissance, ou bien au contraire des

germes d’une phase précurseur intermédiaire qui va se transformer ultérieurement en apatite ?

Cette question se pose de facon légitime, puisque les études sur la croissance in
vitro de D’apatite ont révélé pléthores de cas de figure ou le mécanisme de croissance
s’effectuait par le biais de la formation d’une ou plusieurs phases précurseurs, a savoir : (i) du
phosphate de calcium amorphe (ACP, de formule de base celle d’un phosphate tricalcique
Ca3(POy),, mais contenant également des ions CO5”, HPO,” et des molécules d’eau) ; (ii) du
phosphate octocalcique (OCP, de formule Cag(HPO,),(PO4)4.5H,0) ; et (iii) de la brushite
(DCPD, de formule CaHPO4.2H,0) [112], [113], [130], [131], [133]-[137]. Les formations
coordonnées de ces phases précurseurs métastables permettraient d’abaisser graduellement
I’énergie de Gibbs, et ainsi de favoriser finalement la formation de la phase
thermodynamiquement la plus stable qu’est I’apatite [138]. La présence de ces mémes phases
précurseurs (ACP, OCP et DCPD) a également été proposée in vivo, mais de fagon beaucoup
plus sporadique du fait des limitations liées a la complexité accrue de I’étude du vivant. Ainsi,
I’ACP a été proposé comme phase précurseur de 1’apatite lors de la minéralisation : (i) des
arétes de la nageoire caudale chez les poissons zebres [54], [55] ; (ii) de la dentine chez la
souris [139] ; (iii) du fémur [140] ainsi que du cartilage du tibia [141] chez le rat ; et (iv) de la
dent de chiton (i.e un petit mollusque) [142]. Une phase précurseur de structure cristalline
proche de celle de ’OCP a aussi été proposée lors de la minéralisation des os du crane chez le
rat [143]. Enfin, une phase précurseur sous forme de brushite a été¢ proposée lors de la
minéralisation osseuse d’embryons de poussins et de bovins [144]. Par ailleurs, il a été montré
que ces phases précurseurs métastables, et notamment 1’ACP, pourraient étre stabilisées de
facon transitoire suite a 1’adsorption de certaines PNCs a leur surface [22]. Au final, aucun
consensus n’émerge concernant la présence de telle ou telle phase précurseur lors de la
minéralisation osseuse, et rien n’indique que le mécanisme de croissance soit identique pour

toutes les especes.

1-4-4-b) Croissance

Il est a noter que certains auteurs proposent que 1’observation d’ACP aux

prémices de la formation osseuse serait en fait un artefact qui serait causé par la nature trés
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désordonnée des cristaux d’apatite néoformés [144]. En effet, il a ét€¢ mis en évidence que les
premiers cristaux d’apatite formés au sein d’un embryon de poussin avaient une réponse en
diffraction des rayons X voisine de celle d’une phase amorphe (c¢f. Figure 23-A) ; et plus
I’individu grandit, plus celle-ci va évoluer plus distinctement vers la structure de 1’apatite (cf.
Figure 23-C) [74]. Pour expliquer ce phénomene, il est proposé que les cristaux d’apatite
osseuse néoformés possedent des tailles de domaines cristallin trés petites et qu’ils soient mal
cristallisés car : (i) pauvres en ions hydroxyles [65], [145] (avec une quantité potentiellement
inférieure a celle de 20 % trouvée dans le cas d’un os cortical d’'un humain adulte, quantité
calculée par rapport a la quantité attendue au sein d’une apatite stoechiométrique [66]) ; mais
surtout (i7) riches en environnements chimiques désordonnés trés dissemblables de ceux de

I’apatite cristallisée [144].
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Figure 23. Diffractogrammes de rayons X avec la raie Kol du Cu de différents fragments
d’os provenant de : (A) un embryon de poussin de 17 jours ; (B) un poussin 5 semaines apres
son éclosion ; (C) une poule dgée de 2 ans ; ainsi qu’une apatite hautement cristalline de
synthese pour comparaison (D). Ceci montre la maturation des cristaux d’apatite, lesquels
possédent une structure proche d’un amorphe au départ de la calcification, et évoluent vers

une apatite de plus en plus cristalline lors du vieillissement de !'individu. Image reproduite
d’apres Glimcher [74].
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I-4-5) Surface des cristaux d’apatite carbonatée

Il est proposé que ces environnements chimiques désordonnés forment un
domaine en surface des cristaux de certaines apatites biologiques (notamment de la dentine de
rat [146]), ainsi que certaines apatites carbonatées de synthése [147], [148]. Ainsi, les modéles
de la littérature décrivent les cristaux d’apatites biologiques et biomimétiques comme étant
composés deux domaines distincts : (i) le premier dans le coeur de la particule, cristallisé sous
forme d’apatite, donc 13 ou sont localisés les ions OH™ et PO4” ; et (ii) le second formant une
couche désordonnée en surface de la particule, laquelle serait riche en espéces HPO,* et en

moléculesd’eau [61], [149]-[151] (c¢f. Figure 24).
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Figure 24. (a) Schéma en trois dimensions d 'une apatite osseuse ou biomimétique, qui adopte
une morphologie plaquettaire, et qui est composée d’un domaine de cceur cristallisé sous
forme d’apatite, et d’'un domaine désordonné en surface (ou couche hydratée) ; (b) Schéma
du profil en deux dimensions d’une plaquette d’apatite osseuse, mettant en évidence les
interactions de la couche de surface désordonnée avec les composés du fluide extracellulaire.
Image reproduite d’apres Eichert et al. [152].

Il est fait référence a cette couche de surface sous différentes appellations dans la
littérature, a savoir : couche désordonnée [147], couche amorphe [146], couche hydratée
[150], [151], ou encore environnements/domaine non-apatitique [150]. Cette appellation de
« domaine non-apatitique » est utilisée car ces environnements possédent une signature
spectroscopique (RMN [147] et infrarouge [150], [151]) distincte de celle de
I’apatite, dont celle obtenue en RMN sera détaillée en profondeur lors du chapitre II de

ce manuscrit.
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Par ailleurs, des études réalisées sur des apatites osseuses [153], ainsi que sur des
apatites carbonatées de synthese [150], [154], [155], ont montré que les ions qui composent ce
domaine non-apatitique €taient labiles. Ainsi, étant localisé€s en surface de la particule et donc
accessibles, des échanges ioniques réversibles (si aucun temps de maturation n’est appliqué)
avec d’autres espéces ioniques en solution sont possibles : (i) les ions HPO4> peuvent étre
remplacés par des ions COs>, et les ions Ca®” peuvent étre remplacés par des ions Mg2+ ou
Sr** par exemple [152], [156]. Il est ainsi envisageable de penser que, dans le cas des apatites
biologiques, une telle dynamique d’échanges ioniques incessants en surface des cristaux

pourrait réguler I’osmolarité ainsi que le pH du fluide extracellulaire.

Cependant, a ’exception de ses capacités d’échanges ioniques, ce domaine non-
apatitique est trés peu connu, et particulierement celui des apatites biologiques puisque leur
¢tude est plus délicate. Néanmoins, son role ne doit pas étre négligé d’autant plus qu’une
couche amorphe de surface est également proposé pour d’autres biominéraux comme la nacre
ou une interface organo-minérale est aussi présente. Les chapitres II & III de ce manuscrit
seront ainsi consacrés a I’étude de ce domaine non-apatitique chez une apatite osseuse de
brebis, afin notamment de vérifier si cette derniere concorde avec le modéle de la
littérature (cf. Figure 24). Ensuite, le chapitre IV sera consacré a I’étude d’un réle

totalement original joué par ce domaine non-apatitique in vivo.

I-4-6) Phénomene de maturation du minéral osseux

Le phénoméne de maturation concerne I’évolution que subit une apatite
biologique lors de son vieillissement, laquelle correspond a une diminution de la proportion
en environnements chimiques non-apatitiques, et au contraire a une augmentation de la

proportion en environnements chimiques cristallisés sous forme d’apatite [150], [151].

Afin de mettre en lumicre cette évolution naturelle des apatites biologiques, citons
les travaux de Nicolas Vandecandelaere, Christian Rey et Christophe Drouet, qui ont mimé
expérimentalement cette évolution en introduisant des apatites carbonatées de synthése en
solution aqueuse entre 20 min et 20 jours [154]. En décomposant, puis en intégrant les
spectres infrarouge enregistrés a partir des différents échantillons obtenus, ils se sont rendus
compte que : (i) la proportion en ions HPO,” (qui composent le domaine non-apatitique

désordonné) avait largement tendance a diminuer au cours du temps; alors que (i) la
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proportion en ions OH  (qui composent le domaine apatitique) avait au contraire tendance a
fortement augmenter (cf. Figure 25-A). Par ailleurs, cette diminution progressive du taux
d’ions HPO,” a également été mise en évidence lors du vieillissement d’apatites osseuses
(provenant de fémurs de rats) [63], [140]. Cette tendance rend clairement compte de la
transformation progressive du domaine désordonné vers une structure cristalline apatitique
plus stable (cf. Figure 25-B) ; ce qui pourrait expliquer le gain substantiel de cristallinité des

cristaux d’apatite osseuse au cours du temps (cf. Figure 23).
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Figure 25. (A) Etude du vieillissement d’une apatite carbonatée de synthese en fonction de
son temps de maturation en solution aqueuse, laquelle révele : (i) la forte diminution de la
proportion du domaine non-apatitique (composé d’ions HPO,”) ; et (ii) au contraire la forte
augmentation de celle du domaine apatitique (composé d’ions OH') ; le tout basé sur une
analyse des spectres infrarouge. (B) Schématisation de la maturation des cristaux d’apatite
osseuse, qui laisse apparaitre la diminution du domaine non-apatitique (bleu) au profit du

domaine apatitique (rouge) au cours du temps. Images reproduites d’aprés Drouet, Rey et
Vandecandelaere [154].
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De plus, il est proposé que ce phénomeéne de maturation des cristaux d’apatite
osseuse conduise a I’augmentation du taux de carbonate, I’augmentation 1égere de la taille des
cristaux, ainsi qu’a I’augmentation du ratio molaire Ca/P [63]. Or, ce ratio molaire Ca/P est un
indicateur trés régulierement employé afin de décrire un échantillon donné (biogénique ou
synthétique), afin de le comparer par rapport au ratio idéal provenant des phases de phosphate
de calcium connues. Ainsi, ce ratio Ca/P a une valeur de 1,67 pour une apatite
steechiométrique idéale (de formule Ca;o(PO4)s(OH),), de 1,33 pour ’OCP (de formule
Cag(HPOy)2(PO4)4.5H,0), et de 1 pour la brushite (de formule CaHPO4.2H,0). La valeur
moyenne rencontrée dans la littérature pour une apatite osseuse se trouve entre 1,3 et 1,6 ; et
celle-ci semble progressivement augmenter vers les valeurs hautes lors du vieillissement de

I’individu [63], [140], [145].
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I-5/ L’eau

L’eau est le troisi¢éme constituant du tissu osseux en terme de proportion massique
(~9 %), derriere les deux composés majoritaires que sont I’apatite (~64 %) et le collagene
(~22 %). De plus, en terme de volume, 1’eau atteint un taux encore plus important qui va de
15 a 20 % ; contre un taux de 33 a 43 % pour ’apatite, et de 32 a 44 % pour le collagéne
[157]. Il est connu que I’arrangement tridimensionnel des fibrilles de collagéne, 1’association
de ces derniéres avec le minéral, I’innervation et la vascularisation, conduisent a la création de
nombreux pores de tailles variables au sein du tissu osseux [2]. Ainsi, 4 catégories de pores
peuvent y étre distinguées d’apres la classification proposée par Stepen Cowin [158] (dont les

3 premiers apparaissent au sein de la Figure 26) :

(i) La «porosité vasculaire » (ou PV), qui correspond a 1’espace créé lors de
I’excavation des tunnels de Havers et de Volkmann afin de permettre la vascularisation du
tissu. Cette porosité correspond au diametre de ces tunnels (de I’ordre de 40 um), et est la plus

importante en taille au sein de 1’os cortical.

(ii) La « porosité lacuno-canaliculaire » (ou PLC), correspond aux espaces lacunaires a
I’intérieur de la matrice osseuse minéralisée, ou prennent place : (a) les cellules ostéocytes
(lesquelles sont des ostéoblastes différenciés) ; ainsi que (b) les fins canalicules creusés par
les ostéocytes afin de former des jonctions communicantes. Cette porosité correspond donc au

diameétre des canalicules (environ 0.2 pm).

(iii) La « porosité collagéne-apatite » (ou PCA), est I’espace trés étroit qui existe entre
les fibrilles de collagene et les cristaux d’apatite ; porosité la plus petite en taille, soit quelques

nanomeétres au maximum [158]-[160].

(iv) La « porosité de 1’espace intertrabéculaire », correspond aux espaces vacants qui
existent au sein de 1’os spongieux, provenant de I’arrangement trés aléatoire des fibrilles de

collagéne. Cette porosité peut atteindre une taille élevée, de I’ordre de 1 mm de diamétre.

Les 3 premicres catégories de porosités (i), (ii) et (iii) se retrouvent aussi bien au
sein de I’os cortical que I’os spongieux, alors que la dernicre (iv) est propre a 1’os spongieux.
Les molécules d’eau provenant du fluide extracellulaire s’infiltrent a 1’intérieur de ces pores.
Ainsi, I’eau baigne le tissu osseux dans sa globalité puisque les canaux et les canalicules
forment un réseau interconnecté. A noter que le fluide a I’intérieur des nerfs et des vaisseaux

n’est pas considéré ici, bien qu’il soit échangeable avec le fluide extracellulaire [158].
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Figure 26. Les 3 catégories de porosités retrouvées au sein de [’os cortical (ici le schéma
partiel d’une coupe longitudinale d’un ostéon) a l’intérieur desquelles s’infiltre le fluide
extracellulaire, d’apres la classification de Stephen Cowin : la porosité vasculaire (PV, ici
appelée « osteonal canal ») ; la porosité lacuno-canaliculaire (PLC, ici appelée « lacunae »
et « canaliculi ») ; et la porosité collagene-apatite (PCA). Image reproduite d’apres Stephen
Cowin [158].

Du fait de la grande taille des tunnels de Havers et de Volkmann (qui composent
la «porosité vasculaire ») et des canalicules (qui composent la « porosité lacuno-
canaliculaire »), ’eau qui s’y infiltre peut ainsi circuler librement aux alentours de la matrice
osseuse minéralisée. Cette eau, dite « eau libre », permet ainsi la diffusion des nutriments et
des ions, ainsi que 1’évacuation des déchets cellulaires (et est ainsi parfois appelé sérum
[161]). De plus, cette « eau libre » compose la majorité de 1’eau présente au sein du tissu
osseux. Cette idée est consolidée par de trés anciennes études faites dans les années 1950 par
Edelman et al., qui ont montré que la quasi-totalité de 1’eau au sein d’os de chien était peu li¢e
au tissu car échangeable par des molécules de D,O au bout de quelques heures seulement
[162]. Cependant, a la méme période, W. F. Neuman & M. W. Neuman ef al. ont proposé
qu’une proportion de 1’eau au sein du tissu osseux était peu mobile car fortement physisorbée
a la surface des cristaux d’apatite (nommée la « coquille d’hydratation ») [155], [161]. Ceci
est corroboré par des études plus récentes comme celles de Ferndndez-Seara et al., effectuées

par échange H,O/D,O et par des expériences RMN de diffusion de spin, lesquelles ont montré
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qu’une proportion non négligeable (~30 %) de I’eau au sein d’os de lapin s’échangeait de
facon beaucoup plus lente que 1’eau libre [163]. Il est ainsi suspecté que cette eau moins
accessible prenne place au sein des interstices de petites tailles provenant de la « porosité

collagene-apatite ».

Ce second type de molécules d’eau, appelée « eau interstitielle », a été retrouvée
aussi bien dans 1’os cortical [164] que dans I’os spongieux [165]. Erin Wilson ef al. proposent
que, au contraire de 1’eau libre, la perte de I’eau interstitielle suite a une déshydratation a

température ambiante soit irréversible [164] (cf. Figure 27).
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Figure 27. Modele proposé afin de décrire les comportements des deux catégories d’eau (i.e.
l’eau « libre » et I’eau « interstitielle ») lors de la déshydratation d’un échantillon de tissu
osseux. (A) Echantillon d’os hydraté avec la coexistence de [’eau libre (appelé ici « bulk
water ») et de l’eau interstitielle. Sous un séchage modéré, [’évaporation rapide et réversible
de l’eau libre conduit a (B), ou seule reste [’eau interstitielle. Un séchage prolongé engendre
la perte irréversible de ['eau interstitielle entre la matrice organique et la matrice
inorganique (C). Image reproduite d’apres Wilson et al. [164].

Par ailleurs, ils ont décrit cette eau interstiticlle comme étant sous la forme « d’une couche
d’eau ordonnée a la surface des cristaux du minéral osseux » [164]. Ils en ont donc conclu que
cette derniere pouvait agir telle un agent interfacial entre les matrices organiques et
inorganiques du tissu osseux, dont la perte pourrait ainsi modifier drastiquement les
interactions organo-minérales. Ceci est corroboré¢ par 1’étude réalisée par Jitin Samuel et al.,
qui ont trempé des échantillons d’os dans différents solvants (avec des constantes
diélectriques, des tailles de molécules, et des capacités a créer des liaisons H distinctes), avant
d’en étudier les propriétés mécaniques [160]. Ils en ont conclu que les molécules d’eau de la

porosité collagene-apatite pourraient participer aux propriétés mécaniques de 1’os, en
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favorisant I’adhésion entre la matrice organique et la matrice inorganique par le biais : (i) d’un
réseau de liaisons H ; et (i) des interactions de van Der Waals [160]. De plus, la capacité du
minéral osseux a fortement adsorber des molécules d’eau a sa surface sera étudiée de
maniére approfondie lors du chapitre II de ce manuscrit. Les conséquences que cela

implique sur I’interface minéral-minéral seront elles étudiées lors du chapitre IV.

I1 est & noter qu’une troisiéme catégorie d’eau existe également : 1’eau incorporée
a D'intérieur du réseau cristallin de I’apatite. Cette derni¢re a été observée pour une grande
variété d’apatites : (i) les apatites osseuses et celles de la dent [166]-[168] ; (ii) les apatites
géologiques [166] ; (iii) les apatites carbonatées de synthese [169] ; et méme (iv) les apatites
lunaires et les apatites provenant d’astéroides [170], [171]. Concernant les apatites
biologiques et les apatites géologiques terrestres, la présence d’une telle eau de structure n’est
pas surprenante, puisqu’il est connu que la plupart des minéraux du manteau supérieur de la
planete Terre sont hydratés [172]. Par ailleurs, cette incorporation d’eau au sein du réseau
cristallin des minéraux peut parfois modifier drastiquement leurs propriétés physico-
chimiques [172]. C’est pourquoi, cette problématique se retrouve donc logiquement étre une
préoccupation importante dans le domaine de 1’é¢tude du minéral osseux [173]. Il est proposé
que ces molécules d’eau de structure soient positionnées principalement au sein des sites
lacunaires des ions hydroxyles, ainsi que ceux des ions calcium a ’intérieur des tunnels de
type Il (cf. Figure 11) [168], [174]. Ainsi, il est suspecté¢ qu’elles permettent la stabilité
chimique et mécanique de la structure apatitique, en comblant des sites lacunaires et en créant

ainsi de potentielles liaisons H avec les ions voisins [168].
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I-6 / Problématiques & Plan du manuscrit

I-6-1) Problématiques
Ce chapitre a relat¢ quelques problématiques de la biominéralisation osseuse,

lesquelles concernent principalement la formation de la phase minérale.

Parmi elles, rappelons tout d’abord qu’il n’existe aucun consensus concernant les
mécanismes de nucléation/croissance des apatites osseuses, lesquels font [’objet de
nombreuses spéculations : (i) existence ou non de clusters de prénucléation ; (ii) nucléation
homogene ou hétérogene (si hétérogeéne, implication de quelles PNCs ou de quels résidus du
collagéne ?) ; (iii) croissance par association d’ions en solution ou bien a travers la formation

d’une phase précurseur (si oui laquelle ? peut-étre I’ ACP).

Ensuite, I’autre question fondamentale de la biominéralisation osseuse concerne la
nature ainsi que les fonctions des composés qui permettent aux cristaux d’apatite d’étre
coalignés a longue distance. Le consensus actuel est que seules les composantes organiques

(biomolécules templates et/ou interfaciales) dirigent cette organisation.

Par ailleurs, 1’autre énigme a propos des cristaux du minéral osseux concerne leur
surface. Cette dernicre est atypique a bien des égards, notamment parce qu’il est pressenti que
sa structure n’est pas de 1’hydroxyapatite a proprement parler mais plutdt celle d’un phosphate
de calcium désordonné et hydraté. Puisque c’est cette surface particuliére qui est exposée aux
autres composants de la MEC ainsi qu’aux cellules, ¢’est de cette derniére dont va dépendre
une grande partie des processus chimiques et biologiques associés aux apatites osseuses. Ces
processus incluent particulieérement : (i) sa capacité d’adsorption de molécules d’eau ; (ii) sa
solubilité¢ sous 1’action des ostéoclastes; ou bien encore (iii) sa capacité a agir comme
réservoir ionique via la labilité des especes ioniques la constituant. Cependant, son existence

et les roles et in vivo d’une telle surface sont encore largement débattus, bien que son

implication dans les propriétés métaboliques de 1’os paraisse évidente.

1-6-2) Plan du manuscrit
La toile de fond du prochain chapitre traitera ainsi de 1’é¢tude du domaine de
surface du minéral osseux. Cependant, étudier ce dernier est un véritable défi, notamment car

son épaisseur est extrémement faible (et sera calculée comme étant inférieure a 1 nm). Cela
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nécessite donc 1'utilisation de techniques puissantes et locales, telle la résonance magnétique

nucléaire a I’état solide (RMN).

Le chapitre II débutera ainsi avec un rapide état de 1’art, lequel précisera
comment la RMN a I’état solide s’est avéré étre un outil précieux pour analyser finement les
phases de phosphates de calcium en général, dont I’hydroxyapatite et le minéral osseux en
particulier. Nous détaillerons €galement comment elle a permis par le passé de détecter ce
domaine de surface du minéral osseux, appelé aussi domaine non-apatitique. Dans cette
optique, la comparaison entre une apatite osseuse et une apatite steechiométrique de synthese

(laquelle ne posséde pas de domaine non-apatitique) s’averera particuliérement éloquente.

Ensuite, les travaux de cette thése visant la caractérisation détaillée de la surface
du minéral osseux seront présentés, analysés, puis interprétés. L originalité de ces derniers par
rapport a la majorité de ceux trouvés dans la littérature, réside dans [’utilisation d’un
¢chantillon de tissu osseux frais et intact. Ceci a permis d’étudier le minéral osseux dans des
conditions voisines de celles rencontrées in vivo (ex vivo). Cette approche expérimentale
rigoureuse a rendu possible, a travers I’étude des interfaces par RMN, I’analyse des propriétés
d’hydrophilie de la surface du minéral osseux. Dans cette perspective, des analogues de

syntheése du minéral osseux ont également été étudiés.

Une fois les propriétés d’hydrophilie de la surface du minéral osseux discutées,
d’autres aspects de cette derniere seront également étudiés en détails lors du chapitre III. En
effet, la RMN est un outil particuliecrement efficace pour I’étude d’un large panel de
problématiques concernant la surface du minéral osseux. Ainsi, la caractérisation structurale
ainsi que I’analyse de la composition chimique de cette derniere seront présentées. Cependant,
la RMN se trouvant étre une technique peu sensible a 1’égard de certains noyaux (notamment
#Ca, 1C), I'utilisation d’analogues de synthése enrichis en ces isotopes respectifs s’est avérée

indispensable.

Une fois la structure, la composition chimique, ainsi que les propriétés
d’hydrophilie de la surface du minéral osseux décrites, cela a permis une meilleure
description des interfaces minéral/minéral au sein du tissu osseux. Ainsi, le chapitre IV a
consisté a étudier I’implication de la couche de surface dans le coalignement des cristaux

d’apatite osseuse. Pour ce faire, des observations par cryo-MET ainsi que des analyses par
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WAXD ont été réalisées. Cependant, devant la difficulté d’obtenir des cristaux d’apatite
osseuse intacts et dépourvus de matiére organique, des analogues de synthése ont di étre

utilisés.
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Chapitre Il / Le caractére hydrophile du minéral osseux

Introduction

Si les cristaux d’apatites osseuses ont été largement étudiés, nous avons choisi de
nous intéresser a leur surface en raison du peu de connaissances disponibles dans la littérature.
Cette surface détermine les interactions que développe le minéral osseux avec le milieu
biologique (collagene, cellules, protéines non collagéniques, eau...). Ainsi, I’interface qu’elle
forme est sans doute déterminante lors de la croissance des cristaux, mais aussi lors de la
dissolution du minéral osseux par les ostéoclastes lors du remodelage osseux. Les deux
chapitres qui suivent traiteront en profondeur de I’analyse de la surface du minéral osseux, et
plus particuliérement de I’étude de ses propriétés d’adsorption, ainsi que de la caractérisation

structurale et chimique de cette surface.

Pour ce faire, nous nous sommes tournés vers une spectroscopie qui permet
d’obtenir des informations a I’échelle atomique, a savoir la RMN a 1’état solide. Nous
commencerons par un ¢état de 1’art, afin de rappeler les contributions apportées par la
spectroscopie RMN a I’étude du minéral osseux. Pour notre part, nous nous sommes tournés
vers des expériences mettant en jeu 1’interaction dipolaire car celle-ci permet de sonder les
proximités entre les especes ioniques composant la surface, et entre la surface des cristaux et

les molécules d’eau adsorbées.

Ce deuxiéme chapitre concerne la mise en évidence du caractere hydrophile de
cette surface. Ceci a été rendu possible grace a I’analyse d’échantillons de tissu osseux frais et
intact. Par frais et intact, nous entendons que les échantillons analysés n’ont pas été broyés et
n’ont subi aucun traitement chimique avant analyse. De tels échantillons sont ainsi étudiés
dans la foulée de leur extraction de chez I’animal, i.e. dans les deux heures apres cette
derniere. Cette procédure permet de conserver 1’état d’hydratation naturel de I’échantillon, au
contraire de la majorité des études présentées dans la littérature ou 1’os est souvent sec ou
partiellement déshydraté, et surtout broyé. L’accessibilité des espéces en surface du minéral
osseux sera montrée par des expériences d’échange H,O/D,0. Enfin, a titre de comparaison,
le comportement en milieu aqueux d’apatites de synthése analogues aux apatites osseuses, des
apatites biomimétiques, sera également étudi¢ et comparé a celui du minéral osseux. Dans

cette partie, la RMN bidimensionnelle 'H-"'P (HetCor) sera la technique de choix. Nous
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aborderons ensuite un point peu étudi¢ dans la littérature, a savoir, la continuité cceur
apatitique-couche de surface qui sera démontrée via 1’utilisation de séquences basées sur la

diffusion de spin 'H.

Nom ou Acronyme Description

Echantillon d'os de brebis (2 ans) frais et intact, lequel est de 1’os
spongieux provenant de 1’épiphyse du fémur. Ce dernier a été étudié¢ dans
aussitot apres son extraction de chez I'animal, soit moins de 2 heures. Seule

Os frais une découpe grossiére de I’échantillon au scalpel fut réalisée afin d’en
obtenir des fragments suffisamment petits, permettant leur insertion dans le
rotor.

Echantillon d’os de brebis (2 ans), lequel est de I’os spongieux provenant

Os sec de I’épiphyse du fémur. Ce dernier a été séché a température ambiante dans

une hotte a flux laminaire, découpé finement au scalpel, puis broyé en
poudre dans un mortier. Aucun traitement chimique ne fut effectué.

Echantillon d'os de brebis (2 ans), provenant de 1’épiphyse du fémur. Ce
Os déprotéiné dernier a été traité chimiquement a 1’hypochlorite de sodium afin d'en
extraire le minéral.

Echantillon d'hydroxyapatite stcechiométrique de synthese. Ce dernier fut
HA synthétisé sous atmosphére inerte afin de minimiser son taux de
carbonatation. HA pour HydroxyApatite.

Echantillon de phosphate de calcium amorphe. ACP pour "Amorphous

ACP Calcium Phosphate".

Echantillon d'apatite biomimétique. Ce dernier fut synthétisé en présence
CHA d'un précurseur ionique en carbonates afin que ces derniers s'incorporent
dans sa structure. CHA pour "Carbonated HydroxyApatite".

Echantillon d'apatite biomimétique. Ce dernier fut précipité a partir d'une
solution de SBF (pour Simulated Body Fluid) afin qu'elle soit
CHA-SBF potenticllement substituée de la méme maniére qu'une apatite osseuse.
CHA-SBF pour "Carbonated HydroxyApatite" précipité a partir d'une
solution de SBF.

Echantillon de phosphate octocalcique de synthése. OCP pour

oce "OctaCalcium Phosphate".
Monétite Echantillon commercial de monétite.
Brushite Echantillon de brushite de synthése.

Liste des échantillons utilisés lors de ces travaux de theése

Les échantillons de tissu osseux nous ont été fournis grace a une collaboration
avec le Docteur Luc Behr de I’Institut Mutualiste Montsouris (IMM). Pour plus de rigueur, les

¢chantillons qui ont été¢ étudiés sont tous similaires. En effet, ces derniers proviennent
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toujours de la méme zone d’os cortical située dans la téte fémorale de différentes brebis toutes
agées de 2 ans. L’os de brebis fut choisi puisque ce dernier présente de fortes similitudes avec
I’0s humain [1]. La brebis est ainsi un animal modéle souvent utilisé lors d’essais cliniques

dans le domaine de la recherche biomédicale [2]-[4].

La comparaison avec des phosphates de calcium de références s’est avérée
essentielle. A ce titre, un effort de synthése particulier a été¢ fourni puisque nous avons
synthétisé et caractérisé : des apatites biomimétiques (CHA et CHA-SBF), une apatite
steechiométrique (HA), un phosphate de calcium amorphe (ACP), un phosphate octocalcique
(OCP) et de la brushite. Un descriptif de tous les échantillons utilisés lors de ces travaux

apparait dans le tableau ci-dessus.

De nombreuses techniques ont été utilisées dans la littérature afin d’étudier le
minéral osseux, dont des techniques spectroscopiques comme 1’infrarouge (cf. Figure 12), le
Raman [5] et la RMN a I’¢état solide ; mais aussi de la diffraction des rayons X (cf. Figure
13) et électronique (cf. Figure 14-B) ; de I’analyse thermogravimétrique [6], ainsi que de la

microscopie ¢électronique (cf. Figure 2).

Parmi toutes ces techniques, nous nous sommes orientés particulicrement vers la
RMN a I’¢état solide. En effet, cette derniere présente de nombreux avantages, comme celui
d’étre capable de détecter sélectivement un noyau en particulier parmi tous ceux qui
composent ce matériau hybride complexe qu’est le tissu osseux, ainsi que celui de pouvoir
sonder des proximités spatiales entre différents noyaux. Les principes de cette technique ainsi
que les détails expérimentaux des différentes expériences utilisées dans ce manuscrit sont

détaillés au sein de la section « Matériels et méthodes ».

Rappelons qu’un noyau est actif en RMN seulement s’il posséde un spin nucléaire
(I) non nul. La technique de rotation a I’angle magique (magic angle spinnig, MAS) a été
utilisée pour toutes les expériences RMN de ce manuscrit. Elle permet de supprimer les
interactions anisotropes qui engendrent un ¢€largissement spectral, telles que 1’interaction
d’anisotropie de déplacement chimique (CSA), les interactions dipolaires homonucléaires et
hétéronucléaires, ainsi que I’interaction quadripolaire au 1¥ ordre. Les spins nucléaires (I), les

abondances naturelles, les rapports gyromagnétiques (y), ainsi que les réceptivités (par rapport
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au proton) des principaux noyaux actifs en RMN qui composent le minéral osseux sont

regroupés au sein du Tableau 4.

Noyau Nuclsélz)liilll'e ) Ngruoli?lzll(f’;)) v (10’ rads™.T" Réceptivité / 'H

'H 12 99,98 26,75 1
| | 0o | 108 | 6.63.10°
CBe | 2| L | 673 | 1,76.10%
e | 72 | o1s | s | 92810°
o | s | 04 | 36 | 108.10°

Tableau 4. Les spins nucléaires (1),
gyromagnétiques (y) ainsi que les réceptivités (par rapport au proton) des principaux
noyaux actifs en RMN qui composent le minéral osseux (classés par réceptivité
décroissante).

Il apparait que 1’étude des noyaux 'H et *'P est beaucoup plus accessible que celle

les abondances naturelles,

les rapports

des autres noyaux. C’est la raison pour laquelle ils ont historiquement fait 1’objet de

nombreuses études. L’étude des noyaux “C, *Ca et 'O est plus rare, car plus délicate en

terme de sensibilité. De plus, dans le cas des noyaux “C et 'O, il est difficile d’étre sélectif

vis a vis minéral osseux puisque ces deux noyaux sont abondamment présents au sein de la

. . o . 13~ 43 17 i
matrice organique. Ainsi, les études RMN des noyaux °C, "Ca et 'O ont souvent été

réalisées sur des d’analogues de synthése. Ceux-ci peuvent étre enrichis en ces isotopes

. . 13 43
respectifs, comme nous le montrerons par la suite dans le cas des noyaux “C et ““Ca.

Les séquences RMN que nous avons utilisées lors de cette these, et qui

apparaitront dans le manuscrit sont les suivantes :

e Simple impulsion : principalement utilisée pour les noyaux 'H et *'P, cette séquence

permet d’obtenir des spectres quantitatifs deés lors que le temps de répétition des

impulsions (RD) est suffisamment long pour permettre une relaxation longitudinale

totale et atteindre 1’équilibre thermodynamique. Si pour les échantillons que nous

avons étudiés, RD pour le noyau 'H n’est que quelques secondes, RD pour le noyau

31P a 66 fixé 4 240 s dans le but d’obtenir un spectre quantitatif,
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acquisition

Figure 28. Représentation schématique de la séquence simple impulsion.

Polarisation croisée 1D (CP MAS) : généralement, cette séquence permet de
transférer ’aimantation des spins abondants 'H vers les spins rares tels que le °C de
manicre a augmenter sensiblement le rapport signal-sur-bruit d'un spectre RMN Bc.
Nous I’avons de notre coté utilisé avec les noyaux °'P de maniére a sonder la
proximité spatiale de ce noyau avec des especes protonées. En effet, I’efficacité de
cette technique dépend du couplage dipolaire qui est proportionnel a 1/, ou r
représente la distance internucléaire. Voila pourquoi le transfert d’aimantation sera
d’autant plus efficace que les distances entre les noyaux 'H et *'P sont courtes. Le
temps durant lequel le transfert d’aimantation est effectu¢ est appelé temps de contact
(tcp). Une fois le transfert d’aimantation effectué, le signal *'P acquis provient dés lors
de I’aimantation des noyaux 'H voisins. De cette maniére, plus le tcp utilisé est court,

plus les distances sondées sont courtes.

découplage

Figure 29 Représentation schématique de la séquence de polarisation croisée (CP) 'H'P.

Polarisation croisée 2D (la séquence HetCor) : ’expérience de CP MAS peut étre
convertie en une expérience bidimensionnelle par D’introduction d’un temps
d’évolution t; aprés Iimpulsion 'H (séquence de corrélation hétéronucléaire HetCor).
Cette séquence permet de corréler un spectre °'P qui est acquis (voie F2 - axe
horizontal), a un spectre 'H qui est reconstitu¢ (voie F1 - axe vertical). De cette
maniére, une telle expérience fait office de filtre vis-a-vis du signal 'H, en permettant

potentiellement de s’affranchir des signaux 'H de la matrice organique (i.e. les protons
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¢loignées du minéral osseux). Ici réside I’énorme avantage de 1’expérience HetCor 'H-
3P pour I’étude du minéral osseux. En effet, elle permet ainsi de s’atteler a 1’étude des
environnements chimiques des noyaux 'H et >'P au sein ou a proximité immédiate du
minéral osseux de fagon ex vivo, c’est a dire directement a partir de fragments d’un
¢chantillon d’os intact. Voila pourquoi cette derniére est un outil de choix largement

utilisé pour I’étude des apatites biologiques.

découplage

31P

Figure 30. Représentation schématique de la séquence HetCor "H3'P,

Double Polarisation croisée de type « aller-retour » (Double CP "H-'P-'H) -
Cette séquence consiste en deux blocs de transfert CP, d’abord du 'H vers le *'P aprés
lequel ’aimantation est stockée le long de I’axe z. puis le signal Zeeman 'H résiduel
est éliminé par un pulse de saturation 'H dont la longueur correspond 4 la longueur de
lu signal de précession libre du proton. Aprés quoi, I’aimantation *'P est basculée dans
le plan xy avant le deuxiéme transfert CP du *'P vers le 'H. Le premier temps de
contact (tcpl) permet d’optimiser Iintensité du signal *'P tandis que le deuxiéme
temps de contact (tcp2) peut-€tre incrémenté afin de sonder les proximités spatiales et
permet une édition spectrale des protons proches des ions phosphates. Cette approche
permet d’enregistrer un spectre 'H du minéral osseux avec un trés bon rapport signal-

sur-bruit S/B dans un temps raisonnable en s’affranchissant de I’expérience HetCor.

quisition

Figure 31. Représentation schématique de la séquence de double CP 'H-*'P-'H.
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e Diffusion de spin "H (EXSY et Double CP-EXSY) : Cette technique est basée sur un
échange d’aimantation induit par la diffusion de spin "H. Elle permet de sonder des
distances plus grandes que la polarisation croisée. La séquence la plus simple est une
séquence a trois impulsions mais nous avons choisi de la combiner avec la séquence
CP « aller-retour » de facon a sonder les proximités « longues distances » au sein du

minéral osseux.

acquisition

I t1 I tm I t2

Figure 32. Représentation schématique de la séquence Double CP-EXSY 'H-"H.

e TRAPDOR : La séquence TRAPDOR (transfer of population in double resonance)
permet de sonder les proximités entre le noyau 'H et un noyau quadripolaire. Nous
I’avons utilisée pour sonder les proximités 'H-"Ca. Elle est basée sur I’interaction
dipolaire 'H-*Ca qui conduit au déphasage des résonances des espéces protonées

proches de noyaux “Ca.

TH

oca — IR

Figure 33. Représentation schematique de la séequence TRAPDOR.

3lp 13 43 i o .
Il est noter que tous les spectres ° P, °C et Ca ont été enregistrés découplés du
proton lors de I’acquisition, afin d’éviter un élargissement des résonances di a I’influence de

I’interaction dipolaire avec les protons.
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II-1 / Etat de ’art : Spectroscopie RMN a I’état solide

Dans ce paragraphe, nous allons discuter de 1’analyse par RMN d’apatites de
synthese et biologiques. Nous illustrerons en partie la discussion en utilisant des spectres
d’échantillons d’hydroxyapatite steechiométrique HA et d’os sec, qui sont tout a fait

représentatifs de ceux trouvés dans la littérature.

L’échantillon d’os sec que nous avons étudi¢ est un échantillon d’os séché a
température ambiante, découpé finement au scalpel, puis broyé en poudre dans un mortier.
C’est principalement sous cette forme que 1’os est étudié dans la littérature. De ce fait, il est

totalement ou partiellement déshydraté.

Le protocole de synthese détaillé de I’hydroxyapatite stoechiométrique HA est
décrit au sein de la section « Matériels et méthodes » en annexe de ce manuscrit. Indiquons
seulement ici que HA fut synthétisé sous une atmosphére d’azote. Cette précaution permet
d’éviter une incorporation trop importante de carbonates par le biais de la solvatation du

CO» () atmosphérique au sein de la solution réactionnelle.

@11)

== JCPDSn 9-432 apatite

Os sec

Apatite
steechiométrique (HA)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
20()

Figure 34. Comparaison entre le diffractogramme de rayons X sur poudre obtenu avec le
rayonnement CuKo; d’un échantillon d’os sec, et celui d’une apatite de synthese proche de la
steechiométrie (HA). En rouge apparaissent la référence standard de I’hydroxyapatite (fiche
n° 9-432), ainsi que l’indexation des principales raies de diffraction.

Une étude par DRX de I’os sec et de HA (c¢f. Figure 34) indique que seule une
phase cristalline d’apatite est détectée aussi bien pour 1’os sec que pour HA. Le collagene au

sein de I’échantillon d’os sec est observable sous la forme d’un trés large signal entre 15° et
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30° environ, caractéristique d'une phase amorphe. Les raies de diffraction du minéral osseux
apparaissent ¢élargies par rapport a celles de HA. Ceci est particulierement frappant en ce qui
concerne les raies de diffraction (211), (112), (300) et (202) ; lesquelles ne peuvent pas étre
distinguées individuellement dans le cas de I’échantillon d’os sec. C’est en raison de cet
important ¢élargissement, que le minéral osseux est décrit comme étant une apatite
« faiblement cristallisée ». Cette faible cristallinité est souvent attribuée a un désordre
structural important. Celui-ci serait causé par la présence de nombreuses substitutions
(notamment par des ions carbonates), lesquelles engendrent la création de nombreuses lacunes
(principalement en ions hydroxyles) au sein du réseau cristallin de 1’apatite osseuse (cf. [-3-b
et [-3-c). Néanmoins, I’¢largissement des raies de diffraction du minéral osseux provient aussi

sans doute d’une tres faible taille des domaines cohérents.

I1-1-1) Caractérisation d’apatites de synthése et biologique par RMN simple
impulsion des noyaux '"H&'P

1I-1-1-a) L hydroxyapatite

Les premiéres études par RMN en rotation a 1’angle magique des noyaux °'P et 'H
de phases de phosphate de calcium et d’hydroxyapatite en particulier datent des années 80. La
RMN MAS du noyau *'P a d’abord été utilisée pour caractériser les ions orthophosphates
(PO4"), hydrogénophosphates (HPO,*) et dihydrogénophosphates (H,PO,) dans différentes
phases de phosphates de calcium (monocalciumphosphate Ca(H,PQO,),, monétite CaHPOy,,
brushite CaHPO4.2H,0, OCP CagH,(PO4)6.5H,0, hydroxyapatite), a la fois, par leur
déplacement chimique isotrope Jis, et leur anisotropie de déplacement chimique (CSA) [7].
Les chercheurs se sont rapidement rendu compte que le CSA augmente considérablement dés
que I’on protonne un ion orthophosphate, et dans le méme temps, que le 8i,(*'P) a tendance a
diminuer [8], [9]. Une autre problématique était de savoir si une ou plusieurs phases
pouvaient étre détectées par RMN 3'P dans les apatites carbonatées déficientes en calcium, car

elles étaient soupgonnées résulter de la coexistence de plusieurs phases [8].

Les premiers spectres RMN MAS du noyau 'H, sont apparus plus tard dans la
littérature en 1987, lors de 1’¢tude de phases de phosphates de calcium dont de
I’hydroxyapatite et une série de fluroroapatites. Le but était de caractériser les différents

environnements chimiques des ions hydroxyles par leur déplacement chimique [10]. Plus tard,
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en 1994, il apparait les premiers spectres 'H enregistrés avec un découplage homonucléaire
'H-'H de type CRAMPS afin d’améliorer la résolution spectrale [11]. Différentes phases de
phosphates de calcium dont de 1’hydroxyapatite ont €été analysées par cette technique, ainsi

que de I’os sec.
D’une maniere générale, avant de s’atteler a 1’é¢tude d’un matériau complexe

comme le minéral osseux, 1’étude des réponses RMN d’un échantillon d’apatite

stoechiométrique est un bon point de départ car le systéme est beaucoup simple.

PO,

12 10 8 6 4 2 0 -2 -4 -6

OH-

8 'H (ppm)

Figure 35. Spectres RMN MAS *'P et '"H (v,o, - 14 kHz simple impulsion d’un échantillon
d’apatite stoechiométrique de synthese (HA). Bo = 7,05 Tesla

Les spectres RMN MAS simple impulsion des noyaux *'P et 'H de HA (Figure
35), sont en accord avec la littérature. Le spectre *'P laisse apparaitre une unique résonance

attribuée aux ions PO,> [7], avec un déplacement chimique centré a 3(*'P) = 2,8 ppm. De son
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coté, le spectre 'H laisse apparaitre 2 résonances, I’une trés intense et étroite centrée a 8('H) =
0 ppm, et ’autre peu intense et large centrée a 5('H) = 5,5 ppm. La premiére est attribuée aux
ions OH [7], dont la détection s’avere ici aisée. La seconde correspond aux molécules d’eau
adsorbées en surface des particules. Ainsi, une seule résonance est détectée pour les ions
PO,” et OH". Ce résultat est en accord avec la cristallographie, laquelle prévoit 1’existence
d’un unique site cristallographique pour chacun de ces ions (c¢f. Figure 11). La signature a
8('H) = 0 ppm des ions OH localisés dans un environnement chimique cristallisé sous la
forme d’apatite est singuli¢re. En effet, ces derniers sont alignés au sein des tunnels II (¢f. 1-3-
b). Il se trouve que la distance OH O entre deux ions hydroxyles adjacents au sein de ces
tunnels est de ~ 2,5 A. Cette distance importante qui ne permet pas la création de fortes

liaisons H, est souvent évoquée pour justifier leur déplacement chimique blindé.

1I-1-1-b) Le minéral osseux

De telles caractérisations par RMN MAS simple impulsion des noyaux °'P et 'H
ont également €té entreprises pour des €chantillons de tissu osseux. Jusqu’a trés récemment,
les échantillons d’os étudiés par RMN se trouvaient sous forme de poudre seéche. Le plus
souvent, ils sont stockés dans de 1’azote liquide, puis lyophilisés, et enfin broyés voire cryo
broyés [12]-[22]. Comme pour les apatites carbonatées déficientes en calcium, une des
motivations de I’étude du minéral osseux mature (os de poulet de 5, 10 semaines, et 1 an) était
de savoir si une ou plusieurs phases pouvaient étre détectées par RMN *'P [23]. De la méme
manicre, une autre motivation de ces premicres ¢tudes était de détecter les premiers minéraux

déposés lors de la biominéralisation osseuse via 1’étude d’os d’embrayons de poulet [23].

La grande majorité des atomes de phosphore du tissu osseux sont localisés au sein
du minéral. En effet, étant donné que la proportion massique en minéral au sein du tissu
osseux est d’environ 64 % (cf. Tableau 1, section I-1-a, pour un humain d’age adulte), et que
la proportion massique en phosphore au sein du minéral osseux est d’environ 15 % (cf.
Tableau 3, section [-3-d), alors la proportion massique en phosphore inorganique au sein du
tissu osseux atteint la valeur importante d’environ 10 %. Le reste, minoritaire, sont des atomes
de phosphores organiques situés au sein de résidus d’acides aminés phosphorylés, ou bien au
sein des tétes polaires des phospholipides de la membrane plasmique des cellules. De ce fait,
toute expérience de RMN basée sur le noyau *'P effectuée sur un échantillon de tissu osseux,

méme intact, aura I’avantage d’y détecter majoritairement le minéral.
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Le spectre RMN MAS simple impulsion du noyau *'P d’un échantillon d’os sec
apparait au sein de la Figure 36-a. Ce dernier est en accord avec la littérature, et laisse
apparaitre une unique résonance avec un déplacement chimique centré a 8(°'P) = 3,2 ppm.
Une des particularités de la résonance *'P d’une apatite osseuse est qu’elle est légérement
asymétrique, et présente un léger épaulement sur son flanc gauche (vers 8(*'P) ~ 6,0 ppm,
fleche rouge), dont l’origine sera discutée ultérieurement. Cette forme de raie typique
(position, largeur et asymétrie) se retrouve pour divers échantillons d’os étudiés dans la
littérature: os humain, os bovin et os de rat [12], [22], [24]. Elle semble ainsi &tre

caractéristique du minéral osseux mature in vivo.

a)

3 3P (ppm)

b) lipides
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Figure 36. Spectres RMN MAS simple impulsion des noyaux 3P (a) et "H (b) d’un échantillon
d’os sec (Vo - 14 kHz). Bo = 7,05 Tesla.
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Pour rappel, le déplacement chimique *'P de HA est de 3(*'P) = 2,8 ppm. Cette
variation du 8(*'P) est la premiére différence notable qui existe entre le spectre °'P d’une
apatite osseuse et celui d’une apatite stoechiométrique. Il a ét¢ montré que le déplacement
chimique 8('P) augmente (de 2,8 4 3,2 ppm), & mesure que croit le taux de carbonatation
d’apatites carbonatée de syntheése [8], [13]. Ceci est en adéquation avec les proportions
massiques en COs™ respectives de ces deux échantillons, puisque le taux de carbonates est
bien plus élevé pour I’apatite osseuse d’une brebis agée de 2 ans (~8,6 % mesurées par ATQG)

que pour une hydroxyapatite steechiométrique.

La seconde différence concerne la largeur spectrale des résonances °'P de ces
deux échantillons, laquelle est beaucoup plus importante pour I’os sec (largeur a mi-hauteur,
FWHM, = 360Hz) que pour HA (FWHM = 80 Hz). Cela signifie que la distribution des
environnements chimiques phosphore au sein de ’apatite osseuse est plus importante que
celle au sein de ’échantillon HA. La spectroscopiec RMN *'P met donc en évidence un
désordre structural local pour 1’0s, qui serait induit par la présence de substitutions ioniques

[25].

La RMN du proton a été relativement peu utilisée car les protons du tissu osseux
se trouvent majoritairement situés au sein de la maticre organique (collagéne, protéines non-
collagéniques, chaines aliphatiques des acides gras qui constituent les phospholipides de la
membrane plasmique des cellules...), et au sein des molécules d’eau. Ceci est confirmé par
I’acquisition du spectre RMN MAS simple impulsion du noyau 'H d’un échantillon d’os sec
(¢f. Figure 36-b). En effet, celui-ci est dominé par des signaux trés fins provenant
principalement des protons situés au sein de lipides (3('H) entre 0,5 et 2,5 ppm). Par ailleurs,
méme en agrandissant la zone concernée, aucun signal provenant des ions OH™ du minéral
osseux n’est observable a 8('H) = 0 ppm. Il est a noter que 1’acquisition d’un spectre 'H
enregistré avec un découplage homonucléaire 'H-'H de type CRAMPS afin d’améliorer la

résolution spectrale ne permet pas non plus mettre en évidence le signal des ions hydroxyles

[11].

Ainsi, I’acquisition d’un spectre RMN MAS simple impulsion du noyau 'H, a
partir d’un échantillon d’os, ne permet pas d’étudier directement les especes protonées du

minéral osseux. De plus, notons qu’il n’est pas possible de distinguer par des expériences
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RMN monodimensionnelle des noyaux 'H et *'P, les contributions individuelles des domaines

apatitique et non apatitique évoqués au chapitre I.

I1-1-2) RMN CP MAS 1D du noyau *'P

Rappelons que les noyaux 'H et *'P sont présents au sein d’un cristal d’apatite, et
qu’ils ne sont ¢loignés que de quelques angstroms seulement (distance la plus courte : 3,85
A). 11 se trouve que la RMN a I’état solide peut tirer profit de cette caractéristique. En effet,
ces faibles distances engendrent un fort couplage dipolaire hétéronucléaire 'H-""P qui peut
étre utilisé afin de transférer I’aimantation des noyaux 'H vers les noyaux *'P par le biais de la
technique de polarisation croisée, CP. Ce couplage dipolaire est proportionnel a 1/r°, ou r
représente la distance internucléaire. Voila pourquoi le transfert d’aimantation sera d’autant

plus efficace que les distances entre les noyaux 'H et *'P sont courtes.

La technique CP 'H-’'P a été largement employée pour sonder 1’environnement
protonné des phosphates de calcium et du minéral osseux, et ce deés les années 1980. En
particulier, la technique CP (ou des séquences basées sur la CP) a été employée dans le but de
caractériser les ions HPO4> des phases de phosphates de calcium, mais aussi pour rechercher
leur présence dans des apatites carbonatées déficientes en calcium [7], [8], et dans le minéral
osseux [23]. Les techniques dérivées de la CP comme le « dipolar suppression » [8], [23],
I’IRCP (Inversion Recovery Cross Polarization) [15], [26], ou comme [’analyse de la
dynamique de CP via la variation du temps de contact [27], en combinaison avec une analyse
du déplacement chimique *'P et du CSA, ont permis de proposer la présence d’une quantité
non négligeable d’ions HPO,™, a la fois au sein d’hydroxyapatites carbonatées déficientes en
calcium, qu’au sein du minéral osseux [15]. Il est a noter que ces ions HPO4> étaient proposés

comme faisant partie de la structure apatitique sous forme de substitutions ioniques.

I1-1-3) Proposition de I’existence d’un domaine non-apatitique :

RMN 2D 'H-'p

Nous avons mentionné auparavant que 1’acquisition d’un spectre RMN MAS
simple impulsion du noyau 'H, & partir d’un échantillon d’os, ne permet pas d’étudier
directement les espéces protonées du minéral osseux. Cette impasse apparente peut

néanmoins étre contournée a 1’aide de 1’utilisation de la RMN bidimensionnelle. En effet,
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I’expérience de polarisation croisée peut étre convertie en une expérience bidimensionnelle
par 'introduction d’un temps d’évolution t; aprés I'impulsion 'H (séquence de corrélation
hétéronucléaire HetCor décrite dans l'introduction de ce chapitre). Elle permet ainsi de révéler
les environnements chimiques des noyaux 'H et *'P au sein ou a proximité immédiate du
minéral osseux de fagon ex vivo, c’est a dire directement a partir d’un échantillon d’os. Voila
pourquoi cette derniére est un outil de choix largement utilisé pour 1’étude des apatites
biologiques de 1’0os ou de la dentine [11], [14], [21], [22], [27], [28], mais également pour

celles des matériaux hybrides modéles du tissu osseux [29]-[33].

La Figure 37 présente le spectre HetCor 2D 'H-"'P d’un échantillon d’os sec. Le
spectre est typique de ce qu’on rencontre dans la littérature [12], [14]. Les signaux au centre
du spectre 2D sont appelés taches de corrélations. Ces derniéres révelent les corrélations
spatiales qui existent entre les différents groupements chimiques qui composent le minéral.
Dans la méme figure est présenté le spectre 2D "H-*'P HetCor de HA 4 titre de comparaison.
Un temps de contact de tcp = 1 ms a été choisi afin d’optimiser le rapport S/B de la tache de

corrélation (ii).

Une seule tache de corrélation est observée pour HA, en accord avec les données
de la cristallographie. Par analogic avec [interprétation des spectre °'P et 'H
monodimensionnels, il s’agit donc de la corrélation spatiale entre les ions PO4> (8('P) = 2,8

ppm) et les ions OH™ (8('H) = 0 ppm).
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Figure 37. Spectres 2D HetCor 'H-"'P d’un échantillon d’os sec et de HA (v,o; = 14 kHz, tcp
= [ ms). (i) la tache de corrélation bleu foncée (domaine apatitique), et (ii) la tache de
corrélation bleu claire (domaine non-apatitique). L’intégration de chacune de ces taches
selon la voie F2 révéle les résonances *'P des domaines apatitique et non-apatitique du
minéral osseux. Bo = 7,05 Tesla

En revanche, deux taches de corrélations (i) et (ii)) sont observées pour
I’échantillon d’os sec, mettant en jeu des corrélations spatiales entre noyaux 'H et °'P
distinctes. Par analogie avec la carte 2D de HA, la tache de corrélation bleu foncée (i)
correspond a un domaine apatitique cristallisé du minéral osseux, ou il existe une corrélation
spatiale entre les ions OH &('H) =0 ppm) et les ions PO, (8C'P) ~ 3,2 ppm). Ainsi,
I’expérience HetCor 'H-"'P permet la détection des ions OH™ au sein du minéral osseux a
partir d’un échantillon d’os ni traité thermiquement ni chimiquement. Alors que de leur coté,
les spectroscopies plus usuelles (infrarouge [19] ; Raman, et RMN 'H monodimensionnelle,
cf. Figure 36) ne le permettent pas. De cette manicre, c’est I'utilisation par Charles
Bronnimann et al. de cette expérience HetCor "H-'P en 1994 qui a permis pour la toute
premicre fois la détection d’ions OH™ au sein du minéral osseux a partir d’un échantillon d’os
broyé mais non traité thermiquement [11]. La controverse quant a la présence ou non de ces
ions OH" au sein du minéral osseux fut définitivement close en 2003 grace aux travaux plus
poussés menés par I’équipe de Jerome Ackerman (et ceci toujours a I’aide de 1’expérience

HetCor 'H-"'P). Ces derniers ont quantifié les ions hydroxyles du minéral osseux, et conclu

OH-
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qu’ils étaient présents en sous stoechiométrie (environ 20 % du total attendu dans le cas d’une

apatite steechiométrique) [22].

Par ailleurs, faire la somme des tranches *'P de la tache de corrélation (i) selon la
voie F2 permet de recréer le spectre phosphore du domaine apatitique (voir le centre de la
Figure 37). Celui-ci présente une résonance ¢élargie (FWHM ~ 270 Hz) par rapport a celle de
HA, signe qu’un désordre structural existe au sein du domaine apatitique cristallis¢é du

minéral osseux.

Quid dorénavant de la seconde tache de corrélation (ii) détectée dans le cas de
I’échantillon d’os sec (¢f. Figure 37) La somme des tranches *'P de cette derniére conduit a
une résonance ~ P centrée sur le méme déplacement chimique (5C'P) ~ 3.2 ppm) mais élargie
(FWHM ~ 640 Hz), laquelle correle avec un signal "H qui s'étend de 5 & 18 ppm. Il apparait
ainsi que la distribution chimique de ces especes est largement plus importante que celle
présente dans le domaine apatitique. Ainsi, cette deuxiéme tache a été attribuée aux especes
localisées dans un second domaine existant au sein du minéral osseux, qui a pris le nom de
« domaine non-apatitique » dans la littérature [34] (cf. I-3-g). Charles Bronnimann et al. [11]
sont les premiers a avoir mis en évidence ce second domaine. Ils 1’avaient décrit a 1’époque
comme ¢étant dii & «un second site phosphore en interaction avec des molécules d’eau de
structure » [11]. En effet, par analogie avec des phosphates de calcium de référence (cf.
Figure 60), le signal étendu de 5 a 18 ppm sur la dimension proton est attribué¢ a des
molécules d’eau (~5 ppm) et des ions hydrogénophosphates (d’environ 7 a 18 ppm). Ces

attributions seront discutées lors du Chapitre II1.

Cela signifie que deux domaines peuvent étre distingués au sein du minéral

A - lyy 31
osseux grace a I’expérience HetCor H-""P.
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I1-2 / Etude de I’os frais : caractére hydrophile du minéral osseux

Il est connu que certaines molécules d’eau se trouvent au contact des cristaux
d’apatite osseuse. Il s’agit de 1’eau dite « eau interstitielle », laquelle est infiltrée a I’intérieur
de la porosité collagéne-apatite (ou PCA, voir section 1-4). D¢s lors, un des objectifs de ces
travaux était d’étudier le minéral osseux dans son état d’hydratation naturel (os frais), afin de

conserver ces molécules d’eau présentes aux interfaces.

En effet, Erin Wilson et al. ont proposé, a partir d’expériences RMN, que la
déshydratation d’un échantillon d’os conduisait a la perte de molécules d’eau « interstitielle »
se trouvant a la surface des cristaux du minéral osseux, perte qui serait irréversible (cf. Figure
27) [20]. Ceci pourrait ainsi modifier drastiquement les interactions d’un cristal d’apatite avec
ses voisins, ainsi que celles avec la matrice organique (cf. 1-4). Puis, I’équipe de Ayyalusamy
Ramamoorthy a mis en évidence, par RMN °C, que la déshydratation du tissu osseux
conduisait & une altération définitive de la matrice de collagéne [35]. Il est donc établi
aujourd’hui que 1’étude du tissu osseux dans son état d’hydratation naturel est un pré-requis

afin de préserver les interfaces intactes.

On peut s’étonner ainsi que, jusqu’a présent, cette approche n’ait pas été
systématique lors de 1’étude du minéral osseux. Cependant, les spectroscopistes RMN ont
souvent tendance a déconsidérer cette option. En effet, ces derniers sont généralement enclins
a ¢étudier les échantillons solides dans un état sec et finement broyé, afin de faciliter le

remplissage du rotor ainsi que sa rotation a I’angle magique

Ainsi, afin de garder le minéral osseux dans son état d’hydratation naturel, les
expériences de RMN réalisées lors de cette these, le furent dans un laps de temps le plus court
possible apres I’extraction de 1’échantillon de tissu osseux de chez ’animal. Ce laps de temps
correspond au trajet de I’hopital jusqu’au laboratoire, ainsi qu’a la découpe grossicre de
I’échantillon au scalpel afin d’en obtenir des fragments suffisamment petits pour pouvoir étre
insérées dans le rotor (soit environ 2 heures). Cette procédure permet d’étudier ce que 1’on

appellera un échantillon d’os frais.
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I1-2-1) Os frais

1I-2-1-a) RMN simple impulsion des noyaux 'H&3'p

Comme souligné précédemment, les protons du tissu osseux se trouvent
majoritairement situés au sein de la matieére organique et au sein des molécules d’eau. Ceci est
confirmé par ’acquisition du spectre RMN MAS simple impulsion du noyau 'H d’un
échantillon d’os frais (cf. Figure 38). En effet, celui-ci est dominé par des signaux trés fins
provenant des protons situés au sein de lipides (8('H) entre 0,5 et 2,5 ppm), ainsi qu’au sein
des molécules d’eau libre (8('H) ~4,8 ppm). Comme dans le cas de I’os sec, méme en
agrandissant la zone concernée, aucun signal provenant des ions OH™ du minéral osseux n’est

observable & 8('H) = 0 ppm.

lipides
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Figure 38. Spectres RMN MAS simple impulsion "H d’un échantillon d’os frais (v - 14
kHz). Bo = 7,05 Tesla.

En revanche, le spectre >'P MAS d’un échantillon d’os frais est strictement
identique a celui d’un échantillon d’os sec en termes de position, largeur et forme de raie. (cf.
Figure 39). Cela signifie que la déshydratation de 1’os n’entraine pas de modifications

drastiques de I’environnement chimiques des ions phosphates du minéral osseux.
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&P (ppm)
Figure 39. Spectres RMN MAS simple impulsion 3P d’un échantillon d’os frais (v, - 14
kHz). Bo = 7,05 Tesla.

11-2-1-b) Spectre 2D HetCor 'H->'P

La Figure 40 présente le spectre 2D HetCor 'H->'P d’un échantillon d’os frais
ainsi que le spectre du méme échantillon une fois déshydraté (os sec), tous deux enregistrés
dans les mémes conditions a savoir avec un temps de transfert de polarisation tcp = 10 ms (et
non 1 ms comme sur la Figure 37). L’observation de la carte HetCor de I’échantillon d’os
frais révele deux taches de corrélations centrées au méme déplacement chimique SC'P) ~3,2
ppm) : tout d’abord la tache (iii) qui correspond au domaine apatitique cristallis¢é du minéral
osseux (corrélation spatiale entre les ions OH (5(1H) = 0 ppm) et les ions PO, ((°'P) ~3,2
ppm)) ; et ensuite, une nouvelle tache de corrélation, la tache (iv). Celle-ci est trés intense,
plus large sur la dimension *'P et plus étroite sur la dimension 'H. Les noyaux *'P associés a
cette tache correlent avec des molécules d’eau, étant donné le déplacement chimique
caractéristique a S(IH) ~4,9 ppm. Cette résonance ne correle pas avec les ions OH du
domaine apatitique quelque soit le temps de contact utilis¢ (de 100 us a 10 ms). Ces
molécules d’eau peuvent étre qualifiées de « rigides » car elles participent au phénomene de
polarisation croisée. De cette maniére, ce spectre 2D HetCor 'H->'P d’un échantillon d’os
frais permet de mettre en évidence la présence d’une importante quantité de molécules d’eau

en interaction forte avec le minéral in vivo.

Un fois 1’os séché, son spectre est équivalent a celui de la Figure 37, et on
retrouve un spectre 2D « standard » tel qu’il apparait dans la littérature. On remarque que la
tache de corrélation relative au domaine apatitique ne subit pas d’évolution lors de la

déshydratation. En effet, il est constaté que, & la fois pour 1’os frais et I’os sec, le spectre *'P
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provenant du domaine apatitique cristallisé correspond a une résonance étroite d’allure plutot
lorentzienne (3C'P) = 3,1 ppm et FWHM ~ 270 Hz). La déshydratation n’engendre donc

aucune modification structurale du domaine apatitique (cf- Figure 41).

Déshydratation a
température ambiante

I

Os frais Os sec
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Figure 40. Comparaison entre le spectre 2D HetCor "H'P d’un échantillon d’os frais (v, =
8kHz, tcp = 10 ms), et celui du méme échantillon une fois déshydraté (os sec, v,o, = 8 kHz, tcp
= 10 ms). A travers [’observation de la tache de corrélation (iv), la carte 2D de |’échantillon
d’os frais révele la présence d’une quantité importante de molécules d’eau rigides en

interaction avec le minéral osseux. Ces derniéres disparaissent suite a la déshydratation de
[’échantillon (os sec). Bo = 7,05 Tesla

En revanche, on constate une évolution de la seconde tache de corrélation
attribuée au domaine non-apatitique. Celle-ci (tache (iv)) disparait et laisse apparaitre un
signal peu intense et trés étendu sur la dimension 'H (tache (ii); 8('H) = 5 — 18 ppm)
caractéristique de 1’os sec. En revanche, le spectre 31p correspondant au domaine non-
apatitique varie peu (cf- Figure 41). En effet, il est constaté qu’a la fois pour 1’os frais et pour
I’0s sec, le spectre *'P du domaine non-apatitique correspond & une résonance large d’allure

plutét gaussienne (8C'P) = 3.2 ppm, et FWHM ~ de 640 a 670 Hz), et seul un léger



105

élargissement du signal *'P est observé lorsque I’échantillon de tissu osseux est déshydraté.
Par ailleurs, 1’allure gaussienne et la largeur importante du signal *>'P du domaine non-

apatitique traduisent un désordre structural important.

.sec (i)

frais (iii)

Domaine apatitique

sec (ii)
frais (iv)

Domaine non-apatitique
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Figure 41. Comparaison entre les signaux ip provenant respectivement du
domaine apatitique et du domaine non-apatitique, en fonction du degré
d’hydratation de [’échantillon de tissu osseux. Ces signaux ont été obtenus en
intégrant chacune des taches de corrélations (i), (ii), (iii) et (iv) de la carte 2D
HetCor de la Figure 38 selon la voie F2.

Les résonances °'P respectives de chaque domaine sont ainsi proches, quel que
soit le degré d’hydratation de 1’échantillon de tissu osseux. Ceci est cohérent avec le fait que
les spectres P MAS de ’os sec et de I’os intact sont identiques. Néanmoins, d’autres
résultats antérieurs, obtenus sur une apatite carbonatée de synthése, ont montré que le

domaine non-apatitique €tait modifié de fagon irréversible apres déshydratation [36], [37].



106

1I-2-1-¢) Dynamique de transfert de polarisation croisée H3p

La nature «rigide » des molécules d’eau a proximité du minéral osseux in vivo
peut étre vérifiée en analysant la dynamique de transfert de polarisation '"H—>'P lors d'une
expérience de CP. Pour ce faire, des spectres 2D HetCor 'H->'P d’un échantillon d’os frais ont
¢été enregistrés en variant le temps de contact tcp (tcp = 100 ps, 250 ps, 500 ps, 1 ms, 2 ms, 4
ms et 10 ms). Pour chaque expérience, les spectres *'P reconstitués pour les 2 domaines
apatitique et non-apatitique, ont été obtenus en sommant sélectivement les tranches °'P
associées. Les intensités de ces signaux ont ensuite été tracées en fonction de la valeur de tcp
(c¢f. Figure 42). Il est 4 noter que les formes de raies *'P des deux domaines, et en particulier
leurs positions et leurs largeurs, varient peu en fonction du temps contact; seule leurs

intensités varient fortement.
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Figure 42. Intensités des projections *'P du domaine apatitique (qui corréle avec les ions
OH, tache (iii), carrés bleu) et du domaine non-apatitique (qui correle avec les molécules
d’eau, tache (iv), cercles rouges), en fonction du temps de contact tcp utilisé (tcp = 100 us,
250 us, 500 us, 1 ms, 2 ms, 4 ms et 10 ms). Ces spectres ont été tirés d’expériences 2D 'H->'P
CP MAS HetCor effectuces sur un échantillon d’os frais.

Les deux courbes obtenues n’ont pas la méme allure, démontrant ainsi une
différence dans les dynamiques de transfert CP mettant en jeu les ions hydroxyles et les
molécules d'eau. Les temps caractéristiques propres a ces deux dynamiques peuvent étre

extraits en utilisant un modele théorique, le plus simple étant le modele dit « I-S » [38].
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L’évolution de I’aimantation en fonction du temps de contact tcp peut étre alors modélisée de

la maniere suivante (éq. 1)

—Yipea__t _Lep) _ _tp
MS(th) T ys Ms 1—T15/I [eXp( Tllp) exp( TIS)] )
T},
avec Mg™ I’aimantation a 1’équilibre des spins S dans le champ magnétique statique By, Ms
I’intensité du signal, Tis le temps de relaxation croisée lié¢ au couplage dipolaire I-S, tcp le
temps de contact et T{, le temps de relaxation des spins abondants dans le repére tournant qui

peut entrainer une perte d’aimantation pour de longs temps de contact.

Pour des valeurs de tcp courtes (0 a 2 ms), la vitesse de transfert CP vers les sites
P se trouve étre plus rapide a partir des molécules d’eau (Tis= 1,10 ms, cercles rouges), qu’a
partir des ions OH™ (T;s = 1,20 ms, carrés bleus). La force motrice du transfert CP étant le
couplage dipolaire hétéronucléaire 'H->'P, I’intensité du signal *'P dépend alors de la densité
locale en noyaux 'H, ainsi que de la force du couplage dipolaire hétéronucléaire 'H-"'P. Ce
dernier va augmenter quand la distance entre les noyaux couplés diminue, et diminuer quand
la dynamique moléculaire augmente. Le transfert d'aimantation relativement lent constaté
pour la tache de corrélation (iii) du domaine apatitique, est en accord avec des distances OH"
“PO4” relativement importantes. Le comportement un peu plus rapide observé pour le
transfert impliquant les molécules d'eau suggére une faible mobilité de ces dernicres, que 1'on

pourrait qualifier de "molécules d'eau rigides".

De plus, les valeurs des temps de relaxation 'H dans le repére tournant (T;p (‘H)),
caractéristique de la dynamique de transfert a temps longs (tcp > 2 ms) ne sont pas les mémes.
L’intensité diminue pour la tache correspondant au domaine non-apatitique (T;p (‘H) = 15,8
ms), alors qu’elle reste constante jusqu’a 10 ms pour la tache correspondant au domaine
apatitique. Le fait que les spins 'H impliqués dans le transfert CP possédent des Tip ('H)
différents peut s’expliquer par la présence de deux réservoirs protons séparés, ce qui est

compatible avec 1’existence de deux domaines minéraux distincts.

1I-2-1-d) Echange chimique H>O/D,0

Une des caractéristiques du spectre HetCor 'H-""P de I’os frais par rapport & celui

de I’os sec est la disparition du signal 'H distribué entre 8('"H) = 5 ppm et 18 ppm, et attribué
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aux espéces du domaine non-apatitique (H,O résiduelle et surtout HPO,”) (cf. Figure 40).
Ceci peut étre di au fait que : (i) la résonance intense des molécules d’eau observée pour
I’échantillon d’os frais masque ce signal de faible intensité ; ou (ii) qu’il existe un échange
chimique rapide entre les protons acides des espéces HPO4> et les protons des molécules
d’eau. Ces deux hypotheéses peuvent étre aisément distinguées grace a une expérience

d’échange H,O/D,0.

Pour ce faire, des fragments d’un échantillon d’os frais ont ainsi été trempés dans
du D,0O, cette opération étant renouvelée plusieurs fois afin d’échanger progressivement les

protons accessibles. Suite & quoi, un nouveau spectre 2D HetCor 'H-"'P fut enregistré (cf.

Figure 43).

_— T~—

"7 0s frais - échangé au D,0 K
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Figure 43. Spectre 2D HetCor 'H-*'P d’un échantillon d’os frais, lequel a été trempé dans
une solution de D;0 (v,o, = 8kHz, tcp = 10 ms). Ce dernier révéle la quasi-disparition du
signal attribué d des molécules d’eau « rigides » d O('"H) ~ 4,9 ppm, et ne révéle pas non plus
["observation de celui peu intense des espéces HPO/ du domaine non-apatitique de 6('H) =
7ppm a 18 ppm. Bo = 7,05 Tesla

Cette addition de D,O sur un échantillon d’os frais a conduit a la quasi-disparition
du signal des molécules d’eau « rigides » anciennement observé a &('H) ~4,9 ppm sur la

dimension proton (cf. tache de corrélation (iv)). De plus, le signal attribué aux espéces HPO4>
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du domaine non-apatitique n’est pas observé, malgré I’absence du signal intense provenant

des molécules d’eau.

Plusieurs conclusions peuvent ainsi étre tirées de ces observations.
Premiérement, cela permet de constater que ces molécules d’eau rigides sont facilement
accessibles par D,O, résultat compatible avec des molécules d’eau adsorbées en surface
du minéral osseux. A I’inverse, le signal des ions OH & §('H) = 0 ppm sur la dimension
proton n’a subi aucune modification. Deuxiémement, il s’avére que les protons acides
attribués a des espéces HPO4* (du domaine non-apatitique) ont également 6té échangés par
les deutériums du D,0. Cela confirme que ces protons acides ainsi que ceux des molécules
d’eau sont impliqués tous les deux dans un échange chimique rapide. Ce résultat est
compatible avec I’existence d’un domaine de surface riche en ions hydrogénophosphates dont

les protons sont en échange rapide avec ceux des molécules d’eau interstitielle.

Concernant, le 1éger signal de molécules d’eau toujours détecté apres 1’échange au
D,0O (cf. la tache de corrélation (iv)), il pourrait s’agir d’une légere proportion d’eau de
surface non échangée, ou bien de molécules d’eau intracristalline non accessibles pour
I’échange chimique. Ce signal peut également étre mis en perspective avec 1’existence de
molécules d’eau (~30 %) trouvées au sein de I’os de lapin, lesquelles s’échangent de facon

beaucoup plus lente que 1’eau libre [39].

I1-2-2) Quantification du domaine non apatitique

Nous avons observé que les résonances °' P respectives du domaine apatitique et
du domaine non-apatitique du minéral osseux se chevauchent, toutes deux centrées vers 3('P)
= 3,2 ppm (cf- Figure 41). Néanmoins, il est possible de décomposer le spectre 31p quantitatif
afin d’estimer la proportion de chaque domaine. Précisons encore que pour ce faire, nous
avons utilisé un temps de répétition des impulsions (recycle delay, RD) suffisamment long
afin que la relaxation longitudinale des spins 31P soit totale (RD > 5T, soit ~240 sec pour

I’échantillon d’os frais).
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Figure 44. Décomposition du spectre MAS simple impulsion du noyau °'P de l'os frais a
I'aide de deux contributions extraites du spectre HetCor '"H-"'P de la Figure 40 : ['une étroite
d’allure plutét lorentzienne provenant du domaine apatitique cristallisé (5¢'P) = 3,1 ppm et
FWHM ~ 270 Hz; et 'autre large d’allure plutot gaussienne provenant du domaine non-
apatitique désordonné (5¢'P) = 3,2 ppm et FWHM ~ 640 Hz).

Le spectre °'P quantitatif d’un échantillon d’os frais est alors décomposé & 1’aide
des deux contributions correspondant aux résonances ' P des domaines apatitique et non
apatitique. Ces contributions sont extraites de la carte 2D HetCor : I'une étroite d’allure plutot
lorentzienne provenant du domaine apatitique cristallisé ; et 1’autre large d’allure plutot
gaussienne provenant du domaine non-apatitique désordonné (cf. Figure 44). Concernant le

signal du domaine apatitique, il s’avere que son déplacement chimique et sa largeur de raie
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sont quasi-invariants quel que soit le temps de contact utilisé [40]. Concernant le signal du
domaine non-apatitique, le déplacement chimique est invariant, mais la largeur de raie
diminue tres légerement avec 1’augmentation du temps de contact (de 660 Hz a 620 Hz). C’est
pourquoi, lors de la décomposition : les valeurs de 8(°'P) de chaque domaine furent fixés, a
8C'P) = 3,1 ppm pour le domaine apatitique, et a 5C'P) = 3,2 ppm pour le domaine non-
apatitique ; la valeur de FWHM du signal du domaine apatitique fut fixée (~ 270 Hz), au
contraire de celle du domaine non-apatitique qui fut légerement libérée (jusqu‘a conduire a
une valeur optimale de ~ 640 Hz). Nous obtenons alors une proportion atomique entre les
phosphates du domaine apatitique, et ceux du domaine non-apatitique, respectivement de 55%
et 45% (£ 5 %). Ce résultat est a priori trés surprenant, car cela implique que prés de la moitié
des phosphates du minéral osseux se trouvent dans un environnement chimique désordonné

en surface des cristaux.

Ainsi, considérons une plaquette d’apatite osseuse allongée selon I’axe ¢, de 4 nm
d’épaisseur, de 20 nm de largeur et de 30 nm de longueur. En respectant les proportions
55%:45% obtenues pour le rapport domaine apatitique/domaine non apatitique, et en
supposant que chaque domaine posséde une densité équivalente en sites P, il est possible de
décomposer cette plaquette comme ceci : (7) un ceeur cristallin d’une épaisseur d’environ 2,4
nm, soit légérement plus de 2 mailles (a = b = 0,94 A) ; (ii) et un domaine non-apatitique en
surface d’environ 0,8 nm d’épaisseur (cf. Figure 45). Ainsi, le domaine désordonné des
plaquettes d’apatite osseuse ne concerne que quelques ions en surface, sur une épaisseur
proche de celle d’une maille cristalline (soit ~2 ions phosphates). Il est a noter que cette
proportion correspond a une valeur moyenne, somme de tous les minéraux de 1’os spongieux
de I’épiphyse du fémur d’une brebis agée de 2 ans. La proportion pourrait ainsi étre différente
dans le cas d’un individu plus agé par exemple (proportion plus grande du domaine apatitique
dd a un phénoméne de maturation, cf. I-3-g) ou beaucoup plus jeune (proportion plus grande

du domaine non-apatitique). Néanmoins, nous ne I’avons pas vérifié.

Par ailleurs, cette décomposition laisse entrevoir, que le 1éger épaulement sur le
. 31 . o qees o
flanc gauche de la résonance ° P d’une apatite osseuse correspond en réalité a la contribution

du domaine non-apatitique (voir la fleche rouge de la Figure 39).
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Figure 45. Schéma d’une plaquette d’apatite osseuse, avec les épaisseurs supposées de
chaque domaine obtenues suite a la décomposition du spectre ip,

I1-2-3) Conclusion

Le parti pris de se tourner vers I’étude d’un échantillon d’os frais dans son
état d’hydratation naturel s’est ainsi avérée bénéfique, permettant d’identifier des
molécules d’eau «rigides » fortement adsorbées a la surface du minéral osseux.
L’utilisation de I’expérience 'H-"'P HetCor, combinée & une analyse de la dynamique de CP

s’est avérée déterminante.

Plus précisément, il est attendu que ces molécules d’eau se trouvent a proximité
du domaine non-apatitique. En effet, il se trouve que les protons des molécules d’eau et ceux
des ions HPO,” du domaine non apatitique sont impliqués ensemble dans un échange
chimique rapide. Par ailleurs, la déshydratation du tissu osseux ne semble pas avoir modifié

drastiquement la structure du domaine non-apatitique (cf. Figure 41).

Par ailleurs, au contraire des ions OH du domaine apatitique, 1’échange de ces
molécules d’eau par des molécules de D,O (c¢f Figure 43) laisse penser qu’elles sont
accessibles et donc en surface de la particule. Ceci suggere 1’idée d’un domaine apatitique au
cceur de la particule, isolé par I’intermédiaire d’'un domaine de surface (cf. I-3g, Figure 23)

correspondant a la surface des cristaux ou les ions sont hydratés et désordonnés.
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I1-3 / Continuité entre le domaine apatitique et le domaine non-apatitique

Les résultats précédents ont montré que des molécules d’eau «rigides » se
trouvent au sein ou au voisinage du domaine non-apatitique désordonné. Ce dernier serait
ainsi responsable du caractére hydrophile de la surface du minéral osseux. Néanmoins, il est
tout a fait possible que le domaine non-apatitique hydraté et désordonné puisse se trouver au
sein du tissu osseux sous la forme de particules isolées des cristaux d’apatite. Cette hypothese
ne peut étre exclue, puisque des particules de phosphate de calcium amorphe (ACP) sont
suspectées agir en tant que phase précurseur du minéral osseux (cf. 1-3-f). Ainsi, il apparait
nécessaire de démontrer la continuité entre le domaine apatitique et le domaine non-apatitique

au sein d’une méme particule.

Il est possible de sonder les proximités a longue distance des espéces protonées
grice a des expériences d’échange d’aimantation 'H a travers une expérience de type EXSY
(EXchange SpectroscopY). Le résultat de ces expériences se présente souvent sous forme
d’un spectre RMN 2D de corrélation homonucléraire 'H-"H. Cet échange d’aimantation peut
avoir lieu grace au processus de diffusion de spins, lequel est gouverné par les interactions
dipolaires homonucléaires 'H-'H. Cet échange d’aimantation s’effectue durant un temps
donné, dit temps de mélange (t,;), lequel est un paramétre ajustable permettant de sonder des
distances plus ou moins grandes. Ainsi, dans une telle expérience, un échange d’aimantation
entre deux espéces protonnées met en ¢évidence une connexion spatiale entre ces deux
especes, confirmant leur présence au sein d’une méme particule. Cette technique a été
beaucoup utilisée dans le cadre de 1’analyse des domaines cristallins et amorphes dans les

polymeres [41].

I1-3-1) Os sec

Une telle expérience n’a pour I’instant jamais été rapportée pour de 1’os intact,
mais seulement pour de I’os déproteiné (i.e. traité chimiquement) [31]. Néanmoins, des
expériences similaires ont été réalisées via des expériences de diffusion de spin *'P->'P sur de
la dentine [42]. En revanche, ces expériences étaient de type 1D, et donc moins lisible que des
expériences bidimensionnelles (2D). L’idéal serait de réaliser directement 1’expérience a
partir d’un échantillon d’os « intact », mais malheureusement c¢’est impossible étant donné

que le spectre proton est dominé par la matrice organique (cf. Figures 36-b & 38). Ainsi, afin
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de détecter seulement les especes protonnées du minéral, il est impératif de filtrer au préalable

le signal 'H par le noyau *'P.

Nous avons choisi de réaliser cette expérience sur un échantillon d’os sec, au
détriment d’un échantillon d’os frais, car I’échange chimique rapide qui se produit entre les
protons des molécules d’eau et ceux des ions HPO42' de surface conduit a une forte
atténuation du phénoméne de diffusion de spin 'H-'H. Et nous avons constaté que

I’expérience était, de ce fait, trés peu efficace.

Avant de réaliser une expérience d’échange d’aimantation a partir des protons du
minéral osseux, nous nous sommes tournés vers une séquence permettant de les sélectionner.
Nous avons choisi une expérience de double polarisation croisée de type « aller et retour » :
'H—*'P—"H. Ce type de séquence a d’abord été utilisée dans la littérature pour sélectionner
et augmenter le signal de spins rares (°C et ’N) dans des molécules d’intéréts biologiques
[43]-[45], ou bien pour enregistrer des expériences 2D 'H-""C ou 'H-’N dans le cas

d’expériences a tres hautes vitesse MAS pour de tres faibles quantités de matiere [46], [47].

Cette expérience consiste a effectuer deux transferts CP successifs : (i) un premier
transfert des noyaux 'H vers les noyaux °'P (caractérisé par un temps de contact tcp) ; et
ensuite (7i) un second transfert retour des noyaux >'P vers les noyaux 'H (caractérisé par un
temps de contact tcpy). En pratique, le premier temps de contact (tcp;) permet d’optimiser
I’intensit¢ du signal 3 IP, tandis que le deuxiéme temps de contact (tcpy) peut-€tre
éventuellement incrémenté afin de sonder les proximités spatiale et permet une édition
spectrale des protons proches des ions phosphates. Cette approche a été utilisée avec succes
afin d’étudier la physisorption d’un surfactant a la surface des pores de silices mésoporeuses
(Double CP 'H-*’Si-'H) [48], ainsi que pour caractériser I’interface d’un matériau hybride

liposome-silice (Double CP 'H-Si-'H et 1H-31P-1H) [49].

L’atout majeur d’une telle expérience de double CP aller et retour 'H->'P-'H vis a
vis d’une simple expérience CP inverse SIp'H (qui a déja été utilisé pour étudier des apatites
nanocristallines [50]), réside dans un temps d’enregistrement beaucoup plus court. En effet,
c’est le noyau 'H qui y gouverne la relaxation, au contraire de I’expérience CP inverse ou il
s’agit du noyau °'P. Le temps de relaxation longitudinal du phosphore T;(*'P) est ici 100 fois

supérieur a celui du proton T('H)). Cette expérience de double CP « aller et retour » 'H->'P-
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'"H permet ainsi I’acquisition d’un spectre 'H filtré par les noyaux °'P avec une résolution

importante, le tout pour un temps d’expérience relativement restreint.

Dans notre cas de figure, le signal des espéces HPO4> du domaine non-apatitique
est de faible intensité (cf. Figure 40), et ce dernier nécessite ainsi d’étre exalté. Dans cette
optique, puisque la paire de spin 'H et *'P au sein d’un groupement HPO,” est relativement
proche (i.e. ~0,21 nm), des temps de contact relativement courts ont été utilisés (i.e. tcp; =
tep, = 1 ms) (¢f. Figure 46). A titre de comparaison, la projection sur la voie "H d’un spectre
HetCor 'H-"'P enregistré avec le méme temps de contact (1 ms) est présenté (cf. Figure 46-a).
On constate que le rapport S/B est relativement faible malgré un temps d’expérience de 10 h.
De plus, un traitement du signal a été¢ appliqué avant la transformée de Fourier sur la peme

. . . o , . . . 1 \
dimension. Enfin, cette dimension étant une dimension « reconstruite », le spectre "H possede

une résolution spectrale limitée au nombre d’incréments t; enregistrés.

b)

20 15 10 5 0 -5
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Figure 46. Spectres "H d’un échantillon d’os sec : (a) projection sur la voie "H d’un spectre
HetCor 'H-3'P (tcp = 1 ms) ; (b) Double CP g3tp g (tcp; = tepy = 1 ms) ; (¢c) Double CP
"H3'P'H (tcp) = tepy = 15 ms). Bo = 7,05 Tesla

Le spectre Double CP "H-"'P-'H enregistré avec le méme temps de contact, une
durée d’acquisition identique, et sans aucun traitement du signal avant la transformée de
Fourier, présente un bien meilleur rapport S/B (cf- Figure 46-b). De plus, la résolution

intrinséque du spectre n’est pas limitée. Ainsi, le signal des protons venant du domaine non
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apatitique est maximisé. On distingue le signal des ions OH™ a 8('H) = 0 ppm, une résonance a
8('"H) = 5 ppm provenant de ’eau d’adsorption résiduelle, et un signal trés distribué de 8('H)

=7 4 18 ppm traditionnellement attribué aux HPO4>".

L’augmentation des deux temps de contact (tcp; = tcpz = 15 ms) permet de réaliser
I’édition spectrale du signal des OH" (¢f. Figure 46-c). Le signal des protons du domaine non-
apatitique n’est plus visible en raison d’un fort effet de T,p('H), alors que le signal des OH
est maximisé. Ce dernier signal est relativement complexe (une résonance principale a 5('H) =
0 ppm, et deux épaulements a 8('H) = -0,7 et 8('H) = 0,9 ppm) et difficile & interpréter, alors
que les apatites stecechiométriques telle HA présentent une résonance symétrique centrée a
8('"H) = 0 ppm. L’origine d’une telle forme de raie n’est pas triviale. Elle pourrait provenir des
différentes substitutions ioniques (Na', COs>, HPO,, Mg2+. ..), ainsi que des lacunes
présentes au sein des apatites biologiques, lesquelles peuvent induire une variation du
déplacement chimique 'H des ions hydroxyles qui se trouvent a proximités. En particulier, il a
¢té montré pour des apatites carbonatées de synthese que les OH™ proches d’ions carbonate en

site B présentent une résonance 'H centrée a 8('H) ~ 1 ppm [51].

Nous avons par la suite utilis¢é une expérience originale, composée de deux
séquences successives : (i) une premiére de double polarisation croisée « aller et retour » 'H-
3'P'H (tep; = 1 ms et tepy = 850 ps) afin de filtrer le signal proton provenant du minéral ; (i)
suivie d’une expérience EXSY standard afin de permettre un échange d’aimantation entre les
spins 'H de chaque domaine. A notre connaissance, cette séquence a été pour la premiére fois
utilisée par Niki Baccile et al. [48] afin de caractériser I’interface surfactant-silice dans des
silices de type MCM-41. Cette expérience fut réalisée a partir d’un échantillon d’os sec avec
deux temps de mélange différents, tpix = 10 us et 10 ms (c¢f. Figure 47). Pour un temps de
mélange court, i.e. tpnix = 10 ps, seuls les pics sur la diagonale sont observables (cf. Figure 47-
A). Ainsi, aucun échange d’aimantation ne se produit entre les 3 systémes de spins 'H (i.e.
OH du domaine apatitique, eau résiduelle et HPO,” du domaine non-apatitique). Au
contraire, pour un tyix plus long (i.e. 10 ms), de forts pics d’échanges entre les 3 systemes de
spins 'H sont observés (voir les lignes rouges pointillées, ¢f. Figure 47-B). Ceci indique que
ces 3 systémes de spins 'H sont en contact a travers des interactions dipolaires 'H-'H,
montrant sans ambigiiité que les deux domaines appartiennent a une méme particule, et valide

la présence du domaine non apatitique en surface de I’apatite osseuse.
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Figure 47. Spectres 2D Double CP-EXSY 'H-"H d’un échantillon d’os sec : A) tyx = 10 us ;
B) t,;, = 10 ms. Suite a ’échange d’aimantation, pour t,,, = 10 ms, de forts pics d’échange
entre les 3 systémes de spins 'H sont observés, i.e. les ions OH du domaine apatitique, et
’eau résiduelle et les ions HPO,~ du domaine non-apatitique (lignes rouges pointillées). Bo
=705 Tesla

I1-3-2) Mélange physique HA + ACP

Nous avons voulu vérifier la validité de I’expérience précédente en la réalisant a
partir d’un systéme mode¢le, ou de 1’apatite et des environnements chimiques désordonnés se
trouveraient précipités dans deux particules différentes. Pour ce faire, nous avons réalisé un
mélange physique composé de: (i) des particules d’apatite stoechiométrique (HA, 34 %
massique) ; (ii) et des particules de phosphate de calcium amorphe de synthése (ACP, 66 %

massique).
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a)

Figure 48. (a) Diffractogramme de rayons X sur poudre obtenu avec le rayonnement CuKa,
de 1’échantillon de phosphate de calcium amorphe de synthese (ACP), (b) Cliché obtenu en
microscopie électronique en transmission (MET) de [’échantillon d’ACP, préalablement
dispersé dans de |’éthanol absolu.

Nous avons utilis¢ I’ACP synthétique comme modele des environnements
chimiques désordonnés du domaine non-apatitique du minéral osseux. Pour ce faire,
I’échantillon d’ACP se devait d’étre riche en espéces HPO4>. C’est pourquoi, il fut synthétisé
a pH alcalin (pH ~ 10-11), en suivant la méthode élaborée par J. C. Heughebaert [52]. En
effet, les pKA dans 1’eau a 25 C de I’acide phosphorique sont : H;PO4,/H,PO4 = 2,15 ;
H,PO4,/HPO,* = 7,2 ; et HPO,> /PO, = 12,42. En pratique, une solution aqueuse alcaline de
nitrate de calcium fut versée rapidement sur une solution aqueuse alcaline de phosphate
d’ammonium. Le précipité ainsi formé fut immédiatement filtré sur un entonnoir Biichner,
lavé a 1’aide d’une solution aqueuse d’ammoniaque diluée (i.e. C = 0,8 M), plongé dans de

’azote liquide, puis finalement lyophilisé pendant une période de 72 heures.

Le diffractogramme de rayons X de I’ACP ne révéle aucune raie de diffraction

(cf- Figure 48-a), permettant ainsi de vérifier sa nature amorphe. Un cliché de MET révele
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que les particules d’ACP se présentent sous forme de spheres irréguliéres avec des tailles

variant d’environ 20 a 50 nm (cf. Figure 48-b).
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Figure 49. (4) Spectre 2D HetCor 'H-"'P d’un mélange physique ACP + HA (v, = 14 kHz,
tep = 3 ms). (B) Spectres 2D Double CP-EXSY 'H-"H du méme mélange physique ACP + HA
a tmiy = 10 us et ty = 10 ms. Suite a [’échange d’aimantation, pour t,;, = 10 ms, seul un pic
d’échange entre les molécules d’eau et les ions HPO/ des particules d’ACP est observé
(voir les traits pointillés rouges). Bo = 7,05 Tesla

En effectuant une expérience HetCor 'H-""P pour un tel mélange physique ACP +

HA, on se rend compte qu’il possede une réponse RMN proche de celle du minéral osseux
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(/. Figure 49-A). En effet, une nouvelle fois, deux taches de corrélation centrées a 8(C°'P) ~ 3
ppm sont observées. La premiére (i) est étroite, corréle avec des ions OH a §('H) = 0 ppm, et
provient donc de HA. La seconde (ii) est large, correle avec des molécules d’eau et des ions
HPO,” sur la gamme 8('H) = 5-15 ppm, et provient donc de I’ACP. L’échantillon d’ACP
présente ainsi des similitudes avec le domaine non-apatitique du minéral osseux, lesquelles

seront étudiées en détails dans le chapitre II1.

Les spectres 2D Double CP-EXSY 'H-'H (tcp1 = 1 ms et tepy = 850 ps ; tmix = 10
us et 10 ms) pour le mélange physique ACP + HA sont présentés au sein de la Figure 49-B.
Quelque soit le temps de mélange, i.e. court a 10 ps, ou long a 10 ms, aucun pic d’échange
entre les ions OH™ de HA et les ions HPO42' de ’ACP n’est observé. De son coté, le pic
d’échange entre les molécules d’eau et les ions HPO4* des particules d’ACP observé était
attendu (voir les traits pointillés rouges). Cela confirme le fait que deux systémes de spins 'H
doivent se trouver au sein de la méme particule afin que le phénoméne de diffusion de spins

puisse s’effectuer.

I1-3-3) Conclusion

Nous avons ainsi utilis¢ une expérience RMN originale, laquelle combine une
expérience de double polarisation croisée de type « aller-retour » 'H — *'P — 'H (qui permet
I’acquisition d’un spectre 'H filtré *'P), avec une séquence de diffusion de spin 'H-'H
« standard ». Cette derniére a permis de confirmer sans ambigiiité la présence des
domaines apatitique et non-apatitique au sein de la méme particule pour un échantillon

d’os non traité chimiquement.
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I1-4 / Propriétés d’hydrophilie de plusieurs phosphates de calcium de référence

Les résultats précédents suggerent que les propriétés d’hydrophilie du minéral
osseux sont assurées par le domaine non-apatitique. Avant de valider définitivement une telle
proposition, il est nécessaire d’exclure une potentielle implication de certaines molécules
organiques. En effet, il est proposé que certaines d’entre elles, dont des protéines non-
collagéniques (des SIBLINGs [53], [54] et des glycosaminoglycanes [55], [56]), des citrates
[57], [58] et une enzyme comme la polyADP ribose [59] se trouvent a la surface des cristaux
du minéral osseux afin de contrdler leur nucléation, leur croissance et leur morphologie (cf. I-
3-e). Ces protéines non-collagéniques possédent des résidus d’acides aminés chargés, des
fonctions chimiques polaires, et sont donc en partie hydrophiles. Il en est de méme pour I’ion
citrate (un petit composé organique ionique de formule C¢HsO-"), auquel on a récemment

accordé¢ la capacité de gérer I’interface organo-minérale [57], [58].

Il est ainsi envisageable que ces composés organiques piegent des molécules
d’eau a la surface du minéral osseux in vivo. Dés lors, nous avons décidé d’étudier les
propriétés d’hydrophilie de différents échantillons de phosphates de calcium de référence,
dans le but de discriminer : qui du domaine non-apatitique ou des molécules organiques est le
principal responsable des propriétés d’hydrophilie du minéral osseux. Dans cette perspective,
le chimiste est capable de synthétiser des apatites analogues aux apatites osseuses, mais
lesquelles sont dépourvues de tout additif organique. Ces dernieéres sont appelées des

« apatites biomimétiques », et présentent de nombreuses similitudes envers le minéral osseux.

I1-4-1) Les apatites biomimétiques

Une apatite de synthese est dite biomimétique si elle présente un certain nombre
de similitudes a I’égard du minéral osseux, comme : des cristaux de taille nanométrique et de
morphologie plaquettaire, un taux de carbonatation ¢élevé, ainsi que la présence
d’environnements chimiques désordonnés en surface (i.e. le domaine non-apatitique). Deux
¢chantillons d’apatites biomimétiques seront utilisés lors de cette étude, appelés CHA et

CHA-SBF :

e La premicre, CHA, est une apatite carbonatée obtenue par la méthode originale dite
par « diffusion de vapeurs d’ammoniac ». Cette méthode, au préalable exploitée pour

la précipitation de la calcite (CaCO3) [60], fut adaptée a la précipitation d’apatite par



122

Nassif et al. [31]. En pratique, la solution réactionnelle contenant les précurseurs de
I’apatite carbonatée (i.e. CaCl,.2H,O, NaH,PO4.H,O et NaHCO;) est initialement
fixée a un pH acide (pH = 2,2). L’apport progressif des vapeurs de NHj3(y) va conduire
a la neutralisation puis a 1’alcalinisation de la solution réactionnelle (pH final ~10-11),

permettant la précipitation de 1’apatite carbonatée.

e La seconde, CHA-SBF, est une apatite précipitée suite a la congélation puis la
décongélation d’une solution de SBF (pour « Simulated Body Fluid »). Cette solution
de SBF est une solution synthétique qui mime la composition ionique du plasma
sanguin. Cet échantillon est particuliérement intéressant car si CHA-SBF est
¢galement une apatite carbonatée, elle est susceptible de posséder également d’autres

substituants ioniques & 1’instar des apatites osseuses (Na', K, Mg%, CI).

Les protocoles de synthése détaillés de ces deux échantillons apparaissent au sein
de la section « Matériels et méthodes » en annexe de ce manuscrit. Une fois précipités, ces

deux échantillons ont été séchés 6 jours a 37°C avant toute caractérisation.

1I-4-1-a) Caractérisation standard par DRX, MET et ATG

Les points communs entre ces deux apatites biomimétiques et le minéral osseux
ont tout d’abord été évalués a I’aide de diverses méthodes standard, DRX, MET et ATG.
Premiérement, aussi bien pour CHA que CHA-SBF, seule une phase cristalline d’apatite est
détectée par diffraction des rayons X (cf. Figure 50-A). Ensuite, les raies de diffraction de ces
dernieres sont larges et mal définies. Ceci est particulieérement vrai pour 1’échantillon CHA-

SBF, lequel posseéde un diffractogramme X proche de celui du minéral osseux (cf- Figure 50-
A).

Les clichés de MET révelent que les cristaux de CHA et de CHA-SBF adoptent
une morphologie sous la forme de plaquettes irrégulieres de tailles nanométriques (cf. Figure
48-B). Les plaquettes de CHA sont relativement grandes, avec des tailles allant de 30 a 200
nm de longueur, 20 a 50 nm de largeur. De leur c6té, les plaquettes de CHA-SBF sont plus
petites, avec des tailles similaires a celles du minéral osseux, c'est-a-dire de 30 a 50 nm de

longueur, de 10 a 30 nm de largueur. Certaines plaquettes sont parfois observées exposées
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selon leur tranche, permettent d’estimer leur épaisseur : de 2 4 9 nm pour CHA ; et de ~1,4 a

4 nm pour CHA-SBF.
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Figure 50. (A) Diffractogramme X sur poudre obtenu au rayonnement CuKo; d’un
échantillon d’os sec, et ceux des deux apatites biomimétiques CHA-SBF et CHA. (B) Clichés
obtenus en microscopie électronique en transmission (MET) de CHA et CHA-SBF, au
préalable dispersés dans de I’éthanol absolu.

Le taux de carbonatation des différents échantillons est relativement élevé, et a été
estimé par analyse thermogravimétrique (ATQG) : soit ~6,8 % pour CHA-SBF ; et ~5,3 % pour
CHA. Pour rappel, le taux de carbonatation est de ~8,6 % pour le minéral osseux (mesur¢ a

partir d’un échantillon d’os déprotéiné, c/- Tableau 5).

Co,” (% m.
Apatite osseuse (os déprotéiné) | - ~86
Apatite biomimétique (CHA-SBF) | - ~68
Apatite biomimétique (CHA) ~5,3

Tableau 5. Taux de carbonatation en pourcentage massique de CHA, CHA-SBF ainsi que
du minéral osseux (provenant d’un échantillon d’os déprotéiné par la méthode de Steve
Weiner et Paul Price [61]). Ces valeurs ont été tirées de la perte de masse observée par
analyse thermogravimétrique entre 400° et 1000°C pour les deux apatites biomimétiques, et
entre 500° et 1000°C pour le minéral osseux.



124

1I-4-1-b) Caractérisation par RMN

- RMN simple impulsion 'H & °'P

La RMN MAS 'H simple impulsion permet I’observation du signal des ions OH" &
S(IH) = 0 ppm, a la fois pour CHA et pour CHA-SBF (cf. Figure 51-A).

A
OH
CHA-SBF

H,0 OH \l/

\l/ Os sec
CHA-SBF
CHA CHA

| I IR A S
20 » 10 5 o 5 12 10 8 6 4 2 0 -2 -4 -6

=

o 'H (ppm) 3 31P (ppm)

Figure 51. (4) Spectres RMN MAS 'H simple impulsion de CHA-SBF et de CHA (v,o - 14
kHz). (B) Spectres RMN MAS *'P simple impulsion et découplés du 'H d’un échantillon d’os
sec, de CHA-SBF, ainsi que de CHA (v, - 14 kHz). Bo = 7,05 Tesla

Cependant, ce signal apparait étre peu intense pour CHA-SBF par rapport au
signal des molécules d’eau adsorbées a 8('H) ~5,5 ppm. Ceci pourrait étre un indice de la
nature lacunaire en ions OH™ de CHA-SBF, caractéristique similaire au minéral osseux (cf. I-
3-d). Cependant, ces deux spectres 'H ne révélent pas d’informations a propos de 1’éventuelle
présence d’un domaine non-apatitique riche en espéces HPO4>. En effet, bien qu’étudiées a
I’état sec, ces deux apatites biomimétiques présentent toutes deux une forte résonance d’eau
d’adsorption a 8('"H) ~5,5 ppm. Celle-ci est tellement intense, qu’elle rend difficile
I’observation d’un potentiel signal de faible intensité sur la gamme &('H) = 7-18 ppm.

Comme le minéral osseux, les spectres RMN MAS *'P simple impulsion de CHA et CHA-
SBF présentent tous deux une unique résonance. Cette derniére est centrée a 8('P) ~2,9 ppm
pour CHA, et 8C'P) ~3,2 ppm pour CHA-SBF, contre 3(*'P) ~3,2 ppm pour le minéral

osseux (cf. Figure 51-B). Il est a noter que la résonance >'P de CHA-SBF est vraiment trés
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similaire a celle du minéral osseux, avec un méme déplacement chimique (i.e. 5C'P) ~3,2
ppm), et une méme largeur spectrale (i.e. FWHM ~ 370 Hz, cf. Tableau 6). Par ailleurs, tout
comme le minéral osseux, un léger épaulement sur le flanc gauche de la résonance *'P de
CHA-SBF est observé (vers 8(°'P) ~ 6,0 ppm ; indiqué par une fléche rouge). Il a 6té proposé
récemment pour le minéral osseux que cet épaulement provienne d’environnements
désordonnés de type OCP (octacalcium phosphate), dont les feuillets hydratés seraient
stabilisé par des ions citrates [57]. La présence de cet épaulement pour CHA-SBF prouve que
les ions citrates n’en sont pas a 1’origine, mais il semble plut6t li¢ & un taux d’ions carbonates

¢levé (i.e. > 5 % en masse) [25].

De son cdté, la résonance °'P de CHA (FWHM ~ 150 Hz) est moins large que
celle du minéral osseux, mais est au contraire plus distribuée que celle de [’apatite

steechiométrique HA (FWHM ~ 80 Hz).

FWHM (Hz)
Apatite osseuse (0s sec) 370 £20
Apatite biomimétique (CHA-SBF) | 370+ 20
Apatite biomimétique (CHA) 150+ 20
Apatite steechiométrique (HA) 80 + 20

Tableau 6. Les largeurs a mi-hauteur (FWHM) des résonances P d’un échantillon d’os sec,
de deux apatites biomimétiques CHA-SBF et CHA, et d 'une apatite steechiométrique HA.

Os sec ___CHAsec | CHA-SBFsec

5C'P)+ | FWHM | 8C'P)+ | FWHM | 3('P)= | FWHM
0,1 ppm | +20Hz | 0,1 ppm | £20 Hz | 0,1 ppm | =20 Hz

domaine apatitique 3,1 | 270 3,0 | 140 3,1 ¢ 290

domaine non-apatitique 3,2 670 3,1 430 3,2 660

Tableau 7. Les déplacements chimiques 0(°'P) ainsi que les largeurs de résonances a mi-
hauteur (FWHM) des signaux °'P reconstruits du domaine apatitique et du domaine non-
apatitique pour : une apatite osseuse (provenant d’un échantillon d’os sec); et des deux
échantillons d’apatite steechiométrique CHA et CHA-SBF.
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- RMN2D'H'P
La présence d’un domaine non-apatitique désordonné en surface de CHA et CHA-SBF peut
étre vérifice grace a I'utilisation de I’expérience RMN HetCor 'H-"'P (cf. Figure 52). En
effet, outre la tache de corrélation du domaine apatitique (i), la tache de corrélation (ii)
caractéristique du domaine non-apatitique (répartie sur la dimension proton de 5 a 18 ppm) est

¢galement observée pour CHA-SBF et CHA (étudiés tous deux a I’état sec).
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Figure 52. Spectres 2D HetCor 'H-"'P de deux échantillons d’apatites biomimétiques CHA et
CHA-SBF a [’état sec (vyo = 14k Hz, tcp = 1 ms) et a [’état humide suite a [’ajout de 10 uL

d’eau osmosée (V,os = 8 kHz, tcp= 10 ms). Bo = 7,05 Tesla.
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L’intégration de la tache de corrélation (ii) selon la voie F2 conduit, tout comme
dans le cas du minéral osseux, a un signal phosphore plus distribu¢ que celui du domaine
apatitique pour les deux échantillons (cf. Tableau 7), corrélant avec des molécules d’eau
résiduelles (8(1H) = 5,5 ppm) et des ions hydrogénophosphates (6(1H) = 7 - 18 ppm) (cf.
Figure 52).

L’observation d’un tel signal sur la voie 'H indiquant la présence d’un domaine
non-apatitique a déja été rapportée dans la littérature pour des apatites carbonatées de
syntheése [40], [62]. En ce sens, les spectres 2D HetCor "H->'P des échantillons CHA et CHA-
SBF secs présentent les résonances caractéristiques d’un domaine apatitique et non-apatitique,

tout comme 1’0s sec.

Nous avons ensuite entrepris 1’étude des propriétés d’hydrophilie des échantillons
CHA-SBF et CHA. Pour ce faire, les spectres 2D HetCor 'H-’'P de CHA et CHA-SBF dans
des conditions humides artificielles ont été enregistrés (cf. Figure 52). En pratique, apres
I’introduction de la poudre, il fut inséré 10 pL d’eau osmosée directement dans le rotor a
I’aide d’une pipette. Il apparait que, une fois hydratés, ces deux échantillons d’apatites
biomimétiques sont capables de fortement adsorber une importante quantité d’eau a leur
surface (cf. I’observation d’une intense tache de corrélation (iv) a 8('H) = 4,9 ppm sur la
dimension proton). De nouveau, afin d’obtenir le signal *'P reconstruit de chaque domaine,
les tache de corrélation (iii) et (iv) ont été intégrées selon la voie F2 pour CHA et CHA-SBF

(voir au centre de la Figure 52).

Le signal *'P reconstruit des domaines apatitique et non-apatitique sont similaires
en terme de 6(31P) et de largeur spectrale pour CHA-SBF a I’¢tat sec et humide. Une
observation similaire peut étre faite pour CHA, car méme si le spectre *'P du domaine non
apatitique posséde une allure légerement modifiée, la largeur de raie et la position sont

similaires.

Une fois hydratées, ces apatites biomimétiques sont capables de fortement
adsorber une grande quantité de molécules d’eau. Ces molécules d’eau « rigides » se trouvent
en interaction avec le domaine non-apatitique en surface des cristaux de CHA-SBF et CHA.
Etant donné I’absence d’additifs organiques employés lors de leurs synthéses, cela

suggére que les cristaux d’apatite osseuse sont capables de fortement adsorber des
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molécules d’eau a leur surface in vivo, sans recourir au concours de certaines molécules
organiques hydrophiles (ou partiellement hydrophiles). De plus, nous constatons une
différence de largeur de raie de la résonance proton associée aux molécules d’eau « rigides »,
laquelle est beaucoup plus faible dans le cas de CHA humide. De telles variations ont déja
été observées pour le signal 'H de molécules d’eau en interactions avec différents
polysaccharides issus de membranes bactériennes [63]. La variation des largeurs de raie fut

alors attribuée a une différence de dynamique des molécules d’eau.
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Figure 53. Spectres 2D Double CP-EXSY 'H-"H des échantillons d’apatites biomimétiques
CHA et CHA-SBF (t,, = 10 us et 10 ms). Suite a [’échange d’aimantation, pour t,;; = 10 ms,
de forts pics d’échanges entre les 3 systémes de spins 'H sont observés, i.e. les ions OH du
domaine apatitique, et [’eau résiduelle et les ions HPO/ du domaine non-apatitique (lignes
rouges pointillées). Bo = 7,05 Tesla
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1l-4-1-¢) Echange d’aimantation H'lg par diffusion de spin

La continuité entre le domaine apatitique et le domaine non-apatitique au sein des
particules de CHA-SBF et CHA peut étre également vérifiée par des expériences 2D de
Double CP-EXSY 'H-'H.

Pour ce faire, et de la méme manicre que pour I’os sec, des expériences alliant une
premiére séquence de double polarisation croisée « aller et retour » 'H-""P-'H (tcp; = 1 ms et
tepa = 850 ps), suivie d’une seconde EXSY 'H-"H (tmix = 10 ps et 10 ms) furent réalisées pour
ces deux échantillons (c¢f. Figure 53). Pour t,,;x = 10 ps, aucun échange d’aimantation ne se
produit entre les 3 systemes de spins 'H (i.e. OH du domaine apatitique, eau résiduelle et
HPO,* du domaine non-apatitique). Au contraire, pour un tmyx = 10 ms, de forts pics
d’échanges entre les 3 systémes de spins 'H sont observés (voir les lignes rouges pointillées,
cf. Figure 53). De cette maniére, la présence des deux domaines au sein d’une méme particule

est vérifiée pour CHA-SBF et CHA.

1I-4-1-d) Quantification du domaine non apatitique

- CHA

Le spectre °'P quantitatif de 1’échantillon d’apatite carbonaté CHA fut décomposé
a I’aide d’une procédure identique a celle décrite précédemment dans le cas du minéral osseux
(cf- Figure 54). Celle-ci conduit a un résultat quelque peu différent, puisque dans ce cas de
figure, une proportion atomique entre les phosphores du domaine apatitique et ceux du
domaine non-apatitique, respectivement d’environ 65% et 35% (= 5 %) est trouvée. La
proportion en domaine non-apatitique de I’échantillon CHA est ainsi moindre que celle

retrouvée chez le minéral osseux (d’une brebis agée de 2 ans).

Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature pour des apatites
nanocristallines, ot une telle approche (enregistrement de spectres 2D HetCor 'H-"'P puis
décomposition de spectres *'P quantitatif) fut rapportée pour la toute premiére fois en 2006
par Christian Jager et al. [40]. L’existence d’un domaine non-apatitique y a été propos¢ et

quantifié (55% contre 45% pour le domaine apatitique).
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De plus, cette proportion en domaine non-apatitique amorphe peut également étre
estimée par diffraction des rayons X, a la manic¢re de ce qui est réalis¢ avec les polymeres

semi-cristallins afin d’en mesurer le taux de cristallinité.

— CHA, spectre 3'P quantitatif
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Figure 54. Décomposition du spectre ip quantitatif découplé du "H de I'échantillon d ‘apatite
biomimétique CHA en deux composantes : ['une étroite d’allure lorentzienne provenant du
domaine apatitique cristallisé (5(31P) = 3 ppm et FWHM ~ 140 Hz), et une autre large
d’allure gaussienne provenant du domaine non-apatitique amorphe (3¢'P) = 3,1 ppm et
FWHM ~ 450 Hz). Bo = 7,05 Tesla

Dans ce but, le diffractogramme de rayons X de 1’échantillon CHA fut une

nouvelle fois enregistré (cf. Figure 55). Un porte échantillon a bas bruit de fond en silicium
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fut utilis¢é afin de minimiser la contribution en amorphe provenant du support, et un
phénoméne d’orientations préférentielles fut quant a lui minimisé en faisant tourner
I’échantillon sur lui-méme. Une fois le diffractogramme enregistré, il fut décomposé en deux
fractions : le domaine apatitique cristallin sous la forme de plusieurs raies de diffraction (traits
bleus pointillés) ; et le domaine non-apatitique amorphe sous la forme d’un fond continu
(traits pointillés noirs). Cette décomposition permit d’obtenir 1’intensité intégrale respective
de chaque domaine, soit 40120 £ 620 pour le domaine cristallis¢, et 30240 = 600 pour le
domaine amorphe. Ainsi, en supposant que chaque domaine posséde un coefficient

d’absorption similaire, un « taux de cristallinité » de 57 % % 3 % fut estimé, valeur trés proche

de celle obtenue en RMN (soit 65 £ 5 %).
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Figure 55. Diffractogramme X sur poudre obtenu au rayonnement CuKo; de [’échantillon
d’apatite biomimétique CHA. Un porte échantillon a bas bruit de fond en silicium fut utilise,

et une rotation de l’échantillon sur lui-méme fut appliquée.

- CHA-SBF
De la méme maniére, le spectre *'P quantitatif de I’échantillon d’apatite carbonaté

CHA-SBF fut également décomposé (cf. Figure 56). Cette fois-ci, cela conduit a une
proportion atomique entre les phosphores du domaine apatitique et ceux du domaine non-
apatitique, respectivement d’environ 55% et 45% (+ 5 %), soit une proportion similaire a celle

mesurée dans le cas du minéral osseux (d’une brebis agée de 2 ans).
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Figure 56. Décomposition du spectre ip quantitatif déecouplé du "H de I'échantillon d ‘apatite
biomimétique CHA-SBF en deux composantes : ['une étroite d’allure lorentzienne provenant
du domaine apatitique cristallisé (5(31P) = 3,1 ppm et FWHM ~290 Hz), et une autre large
d’allure gaussienne provenant du domaine non-apatitique amorphe ©OC'P) = 3,2 ppm et
FWHM ~660 Hz). Bo = 7,05 Tesla

1I-4-1-e) MET-HR

I1 est donc proposé au travers de ce travail de these, et par d’autres études de la
littérature portant sur le minéral osseux ainsi que sur les apatites biomimétiques, qu’une
plaquette d’apatite carbonatée serait formée d’un cceur apatitique cristallin et d’'un domaine
désordonné de surface non-apatitique (cf- Figure 23 & Figure 44). La premiére technique qui

vient a P’esprit afin de visualiser la présence d’un tel domaine de surface est la microscopie
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¢lectronique en transmission (MET) et en particulier, la MET a haute résolution (MET-HR).
Les premiers clichés de MET-HR de cristaux d’apatite osseuse isolés, réalisés a partir d’une
coupe d’un os spongieux de fétus humain (agé de 19 semaines), ont été présentés par William
Landis et son équipe [64]. Un domaine non-apatitique désordonné en surface des cristaux n’a
pas pu étre distingué a partir de ces clichés, notamment en raison de la présence de la matrice
organique. Une telle observation pourrait ainsi étre rendue plus aisée a partir d’un cristal isolé
d’apatite osseuse. Pour ce faire, le minéral osseux a besoin d’étre préalablement extrait

chimiquement.

- Os déprotéiné

Nous avons ainsi réalisé cette extraction, en suivant le mode opératoire élaboré
par Steve Weiner et Paul Price (¢f. méthode n 2 de ’article [61]). Ce dernier consiste a placer
I’échantillon de tissu osseux dans une solution diluée de NaClO (pH ~ 9,6) renouvelée
plusieurs fois, laquelle est elle-méme placée dans un bain a ultra-sons a basse température.
Cette procédure est décrite plus en détails dans la section « Matériels et méthodes ». Cette
derniére fut choisie au détriment d’autres méthodes jugées plus invasives [65], [66], afin de ne
pas modifier chimiquement le domaine non-apatitique. Ainsi, un clich¢ de MET-HR d’un
cristal isolé¢ d’apatite osseuse (os déprotéiné) est présenté sur la Figure 57. Ce cristal se
présente sous la forme d’une plaquette irréguliere, avec une taille de ~27 nm de longueur et
~19 nm de largeur. Cette morphologie et cette taille sont en accord avec ce qu’il est proposé
dans la littérature, a partir d’échantillons osseux provenant d’autres especes animales que la

brebis [67]-[69].

Durant cette observation, précaution a ¢été prise afin que I’exposition de la
particule sous le faisceau électronique soit la plus rapide possible, toujours dans 1’optique
d’éviter une dénaturation des fragiles cristaux d’apatite. Du fait de 1’épaisseur trés fine d’une
plaquette d’apatite osseuse (soit ~2-5 nm), il est difficile d’obtenir un contraste avec le film de
carbone satisfaisant. Néanmoins, le réseau cristallin apatitique est visible, et la particule
semble monocristalline. En revanche, il est délicat de dire ici, si un domaine désordonnée
apparenté au domaine non-apatitique enrobe ou non la particule. Qui plus est, I’observation de
ce dernier est trés difficile du fait de son épaisseur extrémement faible (attendue a ~0,8 nm, cf.
I1-2-2), ainsi que de sa potentielle confusion avec des franges de Fresnel. De plus, si le

domaine non apatitique se trouve en surface de la plaquette, la condition idéale d’observation
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serait une plaquette exposée selon sa tranche, ce que nous n’avons pas pu observer. Enfin, la
possibilité que le domaine non-apatitique ait été dissout suite au traitement chimique visant a

se défaire de la matrice organique n’est pas a exclure.

Figure 57. Cliché de MET-HR d’un cristal isolé d’apatite osseuse. La poudre de [’échantillon
d’os déprotéiné utilisée fut au préalable dispersée dans de [’éthanol absolu.

- Apatites biomimétiques

De la méme maniére, des observations par MET-HR ont aussi été réalisées afin
d’essayer de visualiser la présence du domaine non-apatitique en surface de CHA-SBF et

CHA (cf. Figure 58).
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CHA-SBF

Figure 58. Clichés de MET-HR de 2 cristaux isolés des apatites biomimétiques CHA-SBF et
CHA, dispersés au préalable dans de I’éthanol absolu.

Une nouvelle fois, précaution a été prise afin que 1’exposition de la particule sous
le faisceau électronique soit la plus rapide possible. Le réseau cristallin du cceur apatitique des
particules peut étre observé pour ces deux échantillons. Cependant, si la particule de CHA

semble monocristalline (avec sa direction principale orientée selon 1’axe c¢), celle de CHA-
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SBF semble é¢tonnamment étre formée de plusieurs domaines cristallins. Etant donné que les
plaquettes de CHA-SBF possédent une taille similaire a celles du minéral osseux, il est ici
encore une fois trés délicat de conclure quant a la présence ou non d’un domaine non-
apatitique désordonné en surface. Cependant, un tel domaine peut étre observé pour CHA,
dont les plaquettes ont des épaisseurs allant de 2 a 9 nm. Une telle observation a déja été
rapportée par le passé¢ a partir d’'une apatite de synthése par Luca Bertinetti ez. al. [70].
Néanmoins, il est nécessaire de prendre du recul par rapport a de telles observations. En effet,
la présence de dégats d’irradiation causés par le faisceau électronique pourrait conduire a une
observation similaire. Ainsi, nous avons observé 1’apparition d’une couche désordonnée
semblable a celle-ci sur des batonnets de HA suite a leur exposition sous le faisceau

d’électrons.

L’observation du domaine non-apatitique pour des apatites biologiques ou
biomimétiques reste donc un challenge, en raison de la nature tres fragile des objets sous le

faisceau d’électrons.

11-4-2) Apatite steechiométrique

Pour compléter cette étude, nous avons également étudié le caractére hydrophile
de I’échantillon d’apatite steechiométrique HA. Le but était de déterminer si des cristaux
d’apatite de taille nanométrique étaient capables d’adsorber fortement des molécules d’eau a

leur surface en I’absence d’un domaine non-apatitique (cf. Figure 37).

Ainsi, le spectre 2D HetCor "H-"'P de HA humide a été enregistré (cf. Figure 59).
Un protocole identique a celui utilis¢ pour CHA et CHA-SBF a ¢été employé : apres
introduction de la poudre, il fut ajouté 10 uL d’eau osmosée directement dans le rotor a 1’aide
d’une pipette. Cette fois-ci, au contraire de CHA-SBF et CHA, aucun signal important
provenant de molécules d’eau n’est observé a 8('H) ~ 4,9 ppm sur la dimension proton. Ce
nouveau spectre 'H-"'P HetCor de HA humide est ainsi similaire a celui de HA & I’état sec
(cf. Figure 37). Etant donné que les cristaux de HA, du minéral osseux, de CHA-SBF et de
CHA ont tous une taille voisine, cette différence de comportement vis-a-vis de I’adsorption
de molécules d’eau ne semble pas venir d’un effet de taille. Cela confirme que la forte
adsorption des molécules d’eau a la surface des cristaux d’apatite ne semble pas possible en

I’absence d’un domaine non-apatitique hydrophile de surface.
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Figure 59. Spectre 2D HetCor 'H-""P de I'échantillon d’apatite steechiométrique de synthése
HA dans des conditions humides, suite a l’ajout de 10 uL d’eau osmosée (v,,, = 8kHz, tcp = 1
ms). Bo = 7,05 Tesla

I1-4-3) Brushite et monétite

Les propriétés d’hydrophilie d’autres phases de phosphates de calcium ont
également été étudiées, en particulier celles riches en espéces HPO4>, comme la brushite
(CaHPO4.2H,0) et la monétite (CaHPO,). Par ailleurs, la brushite est en sus composée de
molécules d’eau de structure. L’idée était d’étudier le caractére hydrophile de ces deux
phosphates de calcium, afin de sonder si la présence d’espéces HPO,> en surface serait &
I’origine de la forte adsorption des molécules d’eau en surface du minéral osseux et des

apatites biomimétiques.

Ainsi, le spectre 2D HetCor 'H->'P de la monétite ainsi que celui de la brushite,
tous deux dans des conditions humides artificielles, ont été enregistrés (cf. Figure 60). Pour
ce faire, apres introduction de la poudre, il fut ajouté 10 pL de solution tampon a pH = 4
directement dans le rotor a I’aide d’une pipette. Un tel pH fut choisi afin d’éviter une
transformation des échantillons durant le temps de 1’expérience. Le spectre de la monétite
présente 2 résonances - P résolues (3 8C'P) ~ -0,2 et ~ -1,5 ppm), lesquels corrélent avec
chacun des 2 sites protons inéquivalents des ions HPO,> (3 8('H) ~13,6 et 16,2 ppm). La

brushite est caractérisée par un unique site phosphore (3 5C'P) = 1,4 ppm), lequel corréle
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avec les deux sites protons inéquivalents des molécules d’eau de structure (a 8('H) ~4,1 et 6,4
ppm, non résolus ici a v;or = 8 kHz et Bo = 7,05 Tesla), ainsi qu’avec le site proton des ions

HPO,* (3 8('H) ~10,4 ppm).
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Figure 60. Spectres 2D HetCor "H3TP de la monétite et de la brushite (Viot = 8 kHz, tcp = 2

ms) dans des conditions humides artificielles, aprés un ajout de 10 uL de solution tampon pH
=4). Bo = 7,05 Tesla
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Il s’avére que, ni les cristaux de monétite, ni ceux de brushite, ne sont capables
de fortement adsorber une quantité¢ importante de molécules d’eau a leur surface. En, effet,
aucun signal intense ne peut étre observé a 8('H) ~4,9 ppm sur la dimension proton. Et les
spectres 2D sont ainsi similaires a ceux des poudres séches. Ces observations suggerent que le
caractére hydrophile du minéral osseux serait di a la structure intrinséque du domaine non-
apatitique de surface, plutot qu’a la présence d’espéces HPO4> en surface. Néanmoins, il est a
noter que la taille des cristaux de ces deux échantillons pourrait en partie expliquer cette faible
adsorption de molécules d’eau, car ces derniers sont composés de cristaux de taille

micrométrique de faible surface spécifique.

II-4-4 / Conclusion & Discussion

Des ¢études de divers échantillons de phosphates de calcium de référence dans des
conditions humides artificielle ont été réalisées. Ces dernieres laissent suggérer que : (i) le
domaine non-apatitique du minéral osseux est intrinséquement trés hydrophile, sans le besoin
de recourir au concours de certaines molécules organiques hydrophiles ; (7i) la surface d’un
échantillon de phosphate de calcium riche en espéces HPO,> n’est pas nécessairement de
nature hydrophile ; (iii) la surface d’une apatite de synthése dépourvue de domaine non-
apatitique n’est pas capable de fortement adsorber une quantité importante de molécules

d’eau.

Par ailleurs, cette idée de la présence d’une importante quantit¢ d’eau fortement
adsorbée a la surface du minéral osseux est en réalité un concept trés ancien. En effet, des les
années 1950, les travaux de W. F. Neuman et al. sur les dynamiques d’adsorption et de
« désorption » d’eau, ont abouti a la conclusion que les cristaux du minéral osseux
posséderaient une coquille d’hydratation rigide en milieu aqueux [71], [72]. Ceci est
corroboré par les travaux plus récents d’Erin Wilson et al. qui, a partir de mesures du
couplage dipolaire hétéronucléaire 'H-'P, ont proposé ’existence « d’une couche d’eau
ordonnée a la surface des cristaux du minéral osseux » [20]. Cependant, seule 1’utilisation de
I’expérience HetCor 'H-""P, lorsqu’elle est réalisée sur un échantillon d’os ayant conservé son
¢tat d’hydratation naturel, laisse apparaitre une véritable signature spectroscopique de ces
molécule d’eau «rigides » a la surface hydrophile du minéral osseux [21], [28], [30] (cf:
Figure 41). De cette manicre, cette coquille d’hydratation rigide agirait tel un agent

interfacial, conditionnant les interactions d’un cristal d’apatite avec ses voisins ainsi qu’avec
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la maticre organique. Les conséquences de ces molécules d’eau rigides en surface sur les
interactions minéral-minéral seront discutées de maniére approfondie au sein du
chapitre IV. Par ailleurs, également dans les années 1950, W. F. Neuman et ses collégues
furent également les pionniers dans la description d’'un domaine de surface possédant des
capacités d’échanges ioniques (que l'on peut assimiler aujourd’hui au domaine non
apatitique) [73]. Ces derniers ont également proposé que ces deux phénomenes (i.e. coquille
d’hydratation et échanges ioniques en surface) puissent étre étroitement liés. Cette proposition
peut étre résumée par la phrase suivante tirée d’un de leur article de 1953 : « une partie de
l’eau liée pourrait étre due a [’hydratation individuelle de chaque ion échangeable se

trouvant dans la surface cristalline » [72].
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Figure 61. Modele moléculaire afin de décrire le domaine non-apatitique hydraté de surface
du minéral osseux, proposé par Melinda Duer et Arthurs Veis [74].

Une fois I’existence de ces molécules d’eau rigides en surface du minéral osseux
avérée [28], Melinda Duer et Arthurs Veis ont proposé un modéle moléculaire afin de décrire

cette surface hydratée [74] (cf. Figure 61). Ces derniers ont conservé 1’idée originelle d’un
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domaine apatitique de cceur (appelé ici « crystalline core »), englobé par un domaine non-
apatitique désordonné et hydraté (appelé ici « hydrated amorphous coating »). Par intuition,
ils proposent qu’une partie de ces molécules d’eau rigides soit incorporée au sein du domaine
non-apatitique. Il est par ailleurs trés intéressant de commenter la maniére dont ils ont
incorporé ces molécules d’eau. Ils n’ont pas retenu I’idée comme quoi elles pourraient étre
seulement physisorbées a 1’intérieur de minuscules pores en surface. En effet, ils proposent a
travers leur modele, tout comme W. F. Neuman et ses collégues en 1953 [72], que ces
molécules d’eau soient engagées dans la sphére d’hydratation de chacune des espéces
ioniques qui composent la surface (appelées ici « inner layer of bound water » en vert sur la
Figure 61). On peut imaginer qu’une telle configuration aurait pour conséquence que les
especes ioniques de surface ne soient que peu liées au minéral. Ces derniéres auraient ainsi un
caractere labile, et pourraient expliquer les propriétés d’échanges ioniques du minéral osseux
(cf- 1-3-g). Ceci semble néanmoins antagoniste avec le fait que la déshydratation du minéral
osseux n’engendre aucune modification majeure de la signature RMN *'P du domaine non-
apatitique de surface (cf. Figures 41 & 52). A moins que les molécules d’eau résiduelles
détectées apres déshydratation (cf. Figure 40) permettent a elles seules la conservation de la
structure du domaine non-apatitique. De plus, la partie des molécules d’eau fortement
adsorbées en surface sous la forme d’une coquille d’hydratation sont ici appelées « outer layer
of bound water » (en bleu sur la Figure 61). Ce modele les décrirait comme étant sous la
forme d’une seconde sphére d’hydratation des especes ioniques de surface, ce qui serait

cohérent avec leur nature rigide (cf. Figure 40).

I1 est cependant délicat d’entériner 1’exactitude d’un tel modéle a la vue du peu de
connaissances dont nous disposons sur le domaine non-apatitique du minéral osseux. En
effet, une meilleure compréhension des ses propriétés physico-chimiques nécessite une
meilleure description de ses caractéristiques structurales, ainsi que de sa composition
chimique. C’est ce que nous avons entrepris de faire dans le chapitre III de ce

manuscrit.
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Chapitre II1 / Etude du domaine non-apatitique de surface

Introduction

De nombreuses zones d’ombres restent encore a explorer concernant les
caractéristiques structurales du domaine désordonné en surface du minéral osseux. Il est fait
référence a ce dernier sous différentes appellations dans la littérature : couche désordonnée
[1], couche hydratée [2] ou encore domaine non-apatitique [3]. Des études antérieures par
Christophe Drouet et ses collégues proposent que la couche de surface d’apatites de synthése
posséde une structure proche de celle de la brushite si étudiée par RMN *'P, ou bien proche
du phosphate octocalcique (OCP) si étudiée par infrarouge [4]. Une étude détaillée par RMN
a 1’état solide d’apatites nanocristallines de synthése réalisée par les équipes de Christian
Jager et Mathias Epple, a conclu que ce domaine de surface désordonné avait une composition
proche de celle de I’OCP [3]. Tres récemment, 1’équipe de Melinda Duer s’est appuyée sur
ces résultats pour proposer que le domaine non-apatitique du minéral osseux corresponde a
une phase de type « OCP désordonné » stabilisée par une forte interaction avec des ions
citrate [5]. Enfin, des études d’échantillons de dentine de rat par RMN a 1’état solide ont
conclu a la présence d’une phase de type phosphate de calcium amorphe (ACP) en surface
des particules [6], mais aucune comparaison directe avec un échantillon synthétique n’a été

effectuée.

Comme on peut le constater, il n’existe a ce jour aucun consensus dans la
littérature. Néanmoins, a partir des résultats dont nous disposons, nous nous sommes orientés
vers une comparaison avec un échantillon d'ACP de synthese. Cet échantillon est celui déja
introduit dans le chapitre II (c¢f° Figure 48). Nous rappelons qu'afin qu'il soit un modele
adéquat pour le domaine non-apatitique du minéral osseux riche en espéces HPO4* (cf. 1I-3-
2), il fut synthétis¢é a pH alcalin (pH ~ 10-11) en suivant la méthode élaborée par J. C.
Heughebaert [7]. Le ratio molaire Ca/P de cet échantillon d’ACP a ¢été estimé¢ a 1,3 £ 0,1 par
microanalyse X, et mesuré a 1,41 par analyse chimique élémentaire. Cet échantillon d’ACP
peut ainsi étre assimilé a un phosphate tricalcique amorphe, d’un ratio Ca/P idéal de 1,5 et
d’une composition chimique théorique de Cas(PO4),.nH,O [8], [9], dont le remplacement de
certains ions PO, par des ions HPO,* pourrait abaisser le ratio Ca/P [10], [11]. Afin d’établir

de potentielles similitudes avec le domaine non-apatitique du minéral osseux, nous avons tout
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d'abord comparé leurs réponses RMN *'P et 'H, puis avons caractérisé les propriétés

d’hydrophilie des particules d’ACP.

Nous avons ensuite entrepris 1’étude de la composition ionique du domaine non-
apatite du minéral osseux. Dans cette optique, ’utilisation de 1’outili RMN comme sonde
locale efficace s’avérera particuliérement appropriée. Ainsi, les noyaux 'H et *'P seront
étudiés directement & partir d’un échantillon d’os « intact », alors que les noyaux “C et *¥Ca

le seront a partir de deux apatites biomimétiques enrichies en ces isotopes respectifs.
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III-1 / Comparaison avec un phosphate de calcium amorphe
I11-1-1) Comparaison par RMN p

Le spectre RMN *'P CP MAS de I’échantillon d’ACP a été comparé au signal >'P
reconstruit du domaine non-apatitique d’un échantillon d’os sec (obtenu a partir de
I’expérience HetCor de la Figure 40). Il se présente sous la forme d’une unique résonance
d’allure gaussienne, laquelle est, tout comme celle du domaine non-apatitique du minéral
osseux, centrée a 8C'P) ~ 3,2 ppm (cf. Figure 62). De plus, chacune de ces deux résonances
présente une largeur spectrale voisine (i.e. FWHM ~700 Hz pour I’ACP, et FWHM ~640 Hz
pour le domaine non-apatitique). Il semble donc que I’environnement chimique phosphore
soit similaire dans I’ACP et dans le domaine non-apatitique du minéral osseux. En particulier,
I’allure gaussienne des deux résonances est caractéristique de I’environnement désordonné

des ions phosphates.

Domaine non-
apatitique (os sec)

ACP

15 10 5 0 5 10

8 P (ppm)

Figure 62. Comparaison entre le spectre pcp MAS (Vior = 14 kHz, tcp = 10 ms) de I’ACP
et le signal *'P reconstruit du domaine non-apatitique du minéral osseux (os sec, Vi = 14
kHz, tcp= 10 ms). Bo = 7,05 Tesla

I11I-1-2) Comparaison par RMN 'H

La réponse RMN 'H de I’ACP fut également comparée a celle du domaine non-
apatitique du minéral osseux (cf. Figure 63). Bien que I’échantillon d’ACP ait été lyophilisé,
son spectre RMN '"H MAS simple impulsion ne permet pas d’identifier les résonances 'H
provenant du minéral. En effet, ce dernier est dominé par un signal trés intense & 5('H) ~5,3

ppm provenant de molécules d’eau adsorbées (cf. Figure 63).
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mobile

ACP ('H simple impulsion)

ACP (Double CP'H-3'P-'H ) '

Domaine non apatitique Domaine apatitique

ACP (Double CP'H-3'P-'H )

| |
30 20 10 0 -10
0 'H (ppm)

Figure 63. Spectre RMN MAS 'H simple impulsion d’un échantillon d’ACP (v,y - 14 kHz), et
spectres Double CP TH3TPIH des échantillons d’ACP et d’os sec (Vior = 14 kHz, tcp; = tcpy =
1 ms). Les résonances tres fines marquées par des étoiles bleues proviennent d’une légere
pollution a [’éthanol. La résonance marquée par une étoile rouge sur le spectre de I’ ACP
provient d’une légere pollution d’apatite. Bo = 7,05 Tesla.

Afin de supprimer les contributions des molécules d’eau mobiles, nous nous
sommes tournés vers une expérience de Double CP de type « aller et retour » 'H->'P-"H (¢f.
Figure 63) introduite dans le chapitre II (c¢f. Figures 31) et déja utilisée sur un échantillon
d'os sec (cf. Figure 46). Afin d’exalter le signal provenant des espéces HPO,*, des temps de
contacts courts ont été utilisés (i.e. tcp1 = tcpo = 1 ms). La comparaison entre le spectre 'H

simple impulsion et celui de double CP 'H-"'P-'H de I’ACP, confirme qu’une grande partie
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des molécules d’eau mobiles a 8('H) ~5,3 ppm n’est plus détectée dorénavant. Ainsi, seul
persiste dans cette zone le signal provenant de molécules d’eau rigides (fortement adsorbées
ou incorporées dans les grains d’ACP) a 8('H) ~5.,8 ppm. Par ailleurs, un signal intense et trés
étendu apparait dans la gamme 8('H) ~7-18 ppm qui peut étre attribué une nouvelle fois a des
espéces HPO,”". Une distribution de la force des liaisons-H dans lesquels ces groupements

sont engagés pourrait expliquer la largeur de ce signal pour les deux échantillons.

Nous constatons donc que ’allure du signal 'H de ’ACP posséde des points
communs avec celui du domaine non-apatitique du minéral osseux (cf. Figure 63). Cela
suggére que des ions HPO4* du domaine non-apatitique se trouvent dans un environnement

chimique trés désordonné, avec des protons engagés dans un important réseau de liaisons-H.

I11-1-3) Caractere hydrophile de ’ACP

Les propriétés d’hydrophilie de 1’échantillon d’ACP ont également été étudiées.
Le spectre 2D HetCor 'H-"'P de I’échantillon d’ACP sec fut comparé a celui du méme
¢chantillon une fois hydraté artificiellement (cf. Figure 64). Pour ce faire, la méme procédure
a ¢été¢ utilisée avec l'ajout de 10 pL d’eau osmosée directement dans le rotor apres
I’introduction de la poudre. L’expérience sur I’échantillon d’ACP humide fut réalisée dans un
laps de temps trés court (i.e. moins de 10 minutes), afin d’éviter son hydrolyse et sa

transformation en phases thermodynamiquement plus stables.

Le spectre HetCor 'H-""P de 1I’échantillon d’ACP sec laisse apparaitre une tache
de corrélation importe (v), dont la projection sur la voie 'H correspond au spectre Double CP
'H-'P-'H présenté en Figure 63. Une fois I’échantillon d’ACP humidifié, cette tache de
corrélation étendue disparait au détriment d’une nouvelle trés intense et trés étroite sur la
dimension proton ((vi) a 8(‘"H) ~ 4,9 ppm), qui est donc attribuée a des molécules d’eau
fortement adsorbées en surface. Les grains d’ACP possedent ainsi un comportement similaire
a celui du domaine non-apatitique du minéral osseux envers I’adsorption de molécules d’eau.
Il est étonnant de constater que, contrairement a la brushite ou a la monétite (cf. Figure 60),
tous les protons des ions HPO4* de I’ACP sont engagés dans un échange chimique rapide

avec les molécules d’eau.
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Figure 64. Comparaison entre le spectre 2D HetCor TH3TP de I’échantillon d’ACP sec, Vyor =
14kHz, tcp = 1 ms), et celui du méme échantillon une fois hydraté artificiellement (v,o; = 8
kHz, tcp = 10 ms). L’observation de la tache de corrélation intense (vi) révéle la présence
d’une quantité importante de molécules d’eau fortement adsorbées en surface des grains
d’ACP humide. Bo = 7,05 Tesla

I11-1-4) Conclusion & Discussion

Il a ainsi été démontré que I’ACP et le domaine non-apatitique du minéral osseux
possédaient des signatures RMN 'H et *'P similaires (cf. Figures 62 & 63), avec la présence :
(i) de molécules d’eau résiduelles et (i) d’espéces HPO,* dans un environnement chimique
trés distribué. De plus, des propriétés d’hydrophilie analogues ont été observées (cf. Figures
40 & 64), avec pour tous deux, la capacité de fortement adsorber une quantité importante de

molécules d’eau a leur surface.

Pour la toute premiere fois, ces résultats mettent en lumiére que le domaine
non-apatitique du minéral osseux posséde une structure chimique, ainsi que des

propriétés d’hydrophilie, proches de celle d’un phosphate de calcium amorphe.
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Cependant, une importante différence entre les grains synthétiques d’ACP et le
domaine non-apatitique du minéral osseux est & mentionner : il s’agit de leur stabilité
respective en milieu aqueux. En effet, le domaine non-apatitique du minéral osseux
s’accommode de sa coquille d’hydratation rigide in vivo sans subir aucune modification
structurale, a 1’exception du lent phénoméne de maturation (environ plusieurs jours voire
plusieurs mois, cf. Figures 23 & 25, et réf. [12]), alors que les grains d’ACP de synthése sont
métastables et, aprés I’ajout d’eau osmosée, se transforment aprés 20 minutes en brushite et

en hydroxyapatite (cf. Figure 65 & réf. [13]).

Afin de commenter une telle différence de comportement, plusieurs points
peuvent étre évoqués. Premicrement, une différence de composition chimique peut étre
envisagée. Ainsi, des ions Mg", dont la capacité a stabiliser certaines phases métastables est
connu [14], [15], pourraient étre incorporés au sein du domaine non-apatitique amorphe du
minéral osseux. Deuxiémement, il est également envisageable que le domaine non-apatitique
du minéral osseux soit stabilisé suite a I’adsorption en surface de certaines espéces organiques

comme des protéines non-collagéniques spécifiques.

Ces propositions ne sont néanmoins pas satisfaisantes a 1’égard du comportement
du domaine non-apatitique de I’apatite biomimétique CHA. En effet, le protocole de synthése
de cette derniére est dépourvu de toute addition d’ions Mg”" ainsi que d’additifs organiques.
De méme, le protocole de syntheése de I’apatite biomimétique CHA-SBF est aussi dépourvu
de tout additif organique. Néanmoins, les domaines non-apatitiques de CHA et de CHA-SBF

se sont avérés stables pendant plusieurs heures en conditions humides (cf. Figure 52).
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Figure 65. Suivi in situ par RMN CP MAS 3p (Viot = 8 kHz, tcp = 2 ms) de la transformation
de I’ACP aprés adition de 10 uL d’eau osmosée (pH ~5,5). Le spectre CP MAS *'P de la
brushite est rappelé en haut de la figure a titre de comparaison (v,o; = 14kHz, tcp = 2 ms). 1l
semble qu’une partie des grains d’ACP se transforme rapidement en brushite, avant de
cristalliser progressivement en apatite. Bo = 7,05 Tesla
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Par ailleurs, un méme échantillon de CHA fut hydraté artificiellement, séché a
température ambiante, puis hydraté & nouveau. Suite a ces traitements, ce dernier fut une
nouvelle fois capable de fortement adsorber des molécules d’eau a sa surface (vérifié par
I’acquisition d’un spectre 2D HetCor 'H->'P). Un tel résultat sous-entend que les phénoménes
d’hydratation/déshydratation du domaine non-apatitique pourraient étre réversibles, le tout
sans modifier drastiquement sa structure chimique. D’un autre c6té, Nicolas Vandecandelaere,
Christian Rey et Christophe Drouet, proposent qu’une déshydratation par lyophilisation
pourrait partiellement dénaturer et diminuer I’épaisseur du domaine non-apatitique d’une

apatite de synthese [16] (c¢f- Figure 66).
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Figure 66. Représentation de la dénaturation partielle que pourrait subir le domaine non-
apatitique de surface d’une apatite de synthese lors de sa déshydratation par lyophilisation.
Image reproduite d’apres Christophe Drouet et al. [16]

Tout ceci suggere finalement que la stabilit¢ du domaine non-apatitique du
minéral osseux pourrait étre liée au domaine apatitique sur lequel il est « supporté ». Aucun

indice ne permet cependant de confirmer une telle hypothése au jour d’aujourd’hui.
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II1-2/ Etude de la composition chimique du domaine non-apatitique

La composition chimique du domaine non-apatitique du minéral osseux est
largement méconnue. Pour rappel, I’apatite osseuse précipite a partir du liquide interstitiel du
tissu osseux, lequel est un fluide extracellulaire riche en espéces ioniques provenant du
plasma sanguin : Na', CI', HCOs", K, Ca2+, HPO42', Mg%, SO,% ... Ces especes sont ainsi
toutes susceptibles de se retrouver incorporées au sein du domaine non-apatitique, et étre a
I’origine de certaines de ses propriétés physico-chimiques. Lors de notre étude, nous nous
sommes intéressés a la caractérisation des ions orthophosphates et hydrogénophosphates
(PO,> vs HPO,%), carbonates et calcium. L’étude des ions phosphates a la surface du minéral
osseux a ¢été menée directement a partir d’un échantillon d’os «intact». Quant a la
caractérisation des ions carbonates et calcium, elle a ¢été réalisée sur des apatites

. e . . Coq 13 43 \
biomimétiques, respectivement enrichies en en ~C et "“Ca lors de leurs syunthéses.

I11-2-1) Etude des ions HPO,*

I est connu que des ions HPO,” sont présents au sein du minéral osseux, dont la
quantité s’aveére étre moins importante au sein d’un os mature qu’au sein d’un os néoformé
[17]. Une méme diminution progressive de la proportion en ions HPO4> est observée lors de
la maturation artificielle en solution d’une apatite de synthese [16], [18] (c¢f- Figure 25-A). La
présence de ces ions HPO,” au sein du minéral osseux fut originellement mise en évidence a
partir de résultats d'analyse chimique [17], alors que dans le cas d’apatites de synthéese, c’est
généralement la spectroscopie infrarouge qui est employée [2], [19]. Nous avons discuté lors
du chapitre II comment la RMN a ¢galement apporté sa pierre a 1’édifice, en permettant leur
détection au sein du minéral osseux ainsi qu’au sein d’apatites biomimétiques a travers
I’expérience HetCor 'H-*'P et la mise en évidence du signal 'H qui leur est attribué [20]-[22]

(cf- Figures 37,40 & 52).

Ce n’est pas tout : des analyses de la dynamique de transfert CP "H—">'P réalisées
suite a la variation du temps de contact pour des échantillons d’os [1], [22]-[24], ou bien
d’apatite synthétique [3], ont permis de mettre en évidence deux dynamiques *'P distinctes :
(i) une lente attribuée a des espéces POy ; et (ii) une plus rapide attribuée a des espéces
HPO4> et/ou & des espéces PO, proches de molécules d’eau. Enfin, ’expérience d’échange

H,0/D,0 que nous avons réalisée a mis en évidence la présence de protons acides accessibles
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et échangeables en surface du minéral osseux (cf. Figure 43), résultat en accord avec la

présence d’espéces de type HPO4>.

Tous ces résultats sont autant d’indices qui confirment la présence d’ions HPO4>
au sein du minéral osseux, mais il est difficile de déterminer quelle proportion se trouve au
sein du domaine non-apatitique. Ceci ne peut pas étre réalisé a partir d’'une simple analyse
chimique car tous les ions HPO,* seront quantifiés sans distinction de leur origine. Par
spectroscopie infrarouge, une décomposition minutieuse du mode v4 des orthophosphates a
permis de proposer I’existence d’une bande d’absorption propre aux ions HPO,* du domaine

non-apatitique [2], [18], mais rien ne permet de les relier au domaine apatitique.

La mise en évidence des ions HPO42' via ’expérience HetCor 'H3P ou
I’expérience de Double CP '"H-*'P-'H n’est réalisée que suite a la comparaison avec des
phosphates de calcium de référence. En effet, des résonances déblindées similaires sont
¢galement observées pour I’OCP (Cag(HPO4)2(PO4)s.5H,0), pour la  brushite
(CaHPO4.2H;0), ainsi que pour la monétite (CaHPO,). Elles sont alors attribuées a des
protons acides provenant d’espéces HPO,* [21]-[23], [25]-[28] ; lesquels ont un déplacement
chimique de 8('H) ~ 12 ppm pour I’OCP, de 8('H) ~ 10,4 ppm pour la brushite, et de 8('H) ~
13,6 et 16,2 ppm pour la monétite (cf. Figure 67). Ainsi, sur cette seule considération de
déplacement chimique, il a été proposé que le domaine non-apatitique du minéral osseux ou
d’apatites biomimétiques soit riche en espéces HPO,”. De la méme maniére, la comparaison
avec des phosphates de calcium de référence a permis d’attribuer le signal observé a &('H)

~5,5 ppm a des molécules d’eau résiduelles (cf. Figure 67).

Quant aux expériences RMN basées sur la dynamique de transfert CP 'H—’'P,
elles n’ont pas permis jusqu’a présent une différenciation précise entre des ions HPO4> et des

ions PO, proches de molécules d’eau.
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Figure 67. Spectre Double CP '"H-"'P-'H de I’0s sec (Vi = 14 kHz, tcp; = teps = 1 ms) et
spectres RMN MAS "o simple impulsion de I’OCP (Vyo = 14 kHz; By = 7,05 T), de la brushite
(Vior = 00 kHz; By = 16,45 T), et de la monétite (v,o; - 14 kHz; By = 7,05 T). La faible résonance
a 6('H) = 0 ppm observable au sein du spectre de I'OCP (*) correspond a des ions OH
provenant d’une légere pollution d’apatite.
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Ces raisons nous ont donc poussés a obtenir une attribution définitive et non
. . 2- ., , . . . .
ambigué pour ces ions HPO4™, et nous avons souhaité préciser leur localisation au sein du

minéral osseux.

Dans cette optique, ’expérience de double CP « aller et retour » 'H->'P-'H fut
utilisée. Pour rappel, cette dernicre s’est avérée particuliérement efficace afin d’acquérir un
spectre 'H résolu avec un bon rapport S/B du minéral osseux, et ceci directement a partir d’un
¢chantillon d’os sec (cf. Figure 63). Cette expérience est donc un outil de choix afin d’étudier
les dynamiques de transfert CP entre différents noyaux °'P et 'H adjacents au sein du minéral
osseux. C’est ce que nous avons entrepris pour un €chantillon d’os sec (cf. Figure 69). Mais,
dans I’optique de réaliser une étude fine de la dynamique de polarisation croisée, nous avons
ajusté les impulsions radio fréquences 'H et *'P sur la premiére bande de rotation (n =+ 1) du

profil de Hartmann-Hahn (cf. Figure 68).

L i

U

Vre(31P)

Figure 68. Profil de Hartmann-Hahn correspondant au transfert CP MAS 'H —
P L’impulsion radiofréquence *' P varie alors que I'impulsion radiofréquence 'H est fixe (~

60 kHz). Les conditions optimales de transfert CP vérifient la condition suivante : vge(°'P) =
Ver("H) + Vior (01 Vyor = 14 kHz).

Ensuite, toujours dans I"optique d’exalter le signal provenant des espéces HPO,*
(cf- 1I-3-1), la valeur du premier temps de contact tcp; fut fixée a 1 ms, alors que la valeur du
second temps de contact tcpy prenait des valeurs comprises entre 75 ps a 1000 ps, afin de

permettre une édition spectrale des protons proches des ions phosphates.
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Une augmentation uniforme du transfert d’aimantation correspondant
respectivement aux résonances a &('H) = 5,2 ppm et a 8('H) = 0 ppm, attribuée a des
molécules d’eau résiduelles pour la premiére et a des ions OH™ au sein du domaine apatitique
pour la seconde, est observée. Quant a I’évolution de la large résonance sur la gamme 8('H) =
7-18 ppm, une augmentation uniforme du transfert d’aimantation est observée jusqu’a tcp, =
300 ps, suivie par un comportement singulier ou le transfert d’aimantation adopte un

comportement oscillatoire.

Figure 69. Dynamique de transfert CP observée grace a l'enregistrement de spectres double
CP 'HA'P-'H d’os sec avec une valeur du temps de contact tcp; fixée a 1 ms, et celle du temps
de contact tcpy variable (de -75 a 1000 us). By=7, 05 T et v,o; = 14 kHz

Ce comportement est caractéristique de la présence d’oscillations dipolaires [29],
[30], et correspond a un transfert CP cohérent entres les spins °'P et 'H. Ces oscillations
dipolaires ont ét¢ modélisées le plus simplement possible a 1’aide du mod¢le de la «paire de

Spin» :
M(t) = MO.CXp(-t/Tlp(]H)).[(l'1/2.eXp('t/TCP)-1/2.eXp(-3t/2TCP).COS(TEDP.H,.t)] (1)

ou M est I’intensité du signal ; t est le temps de contact ; Tcp le temps de relaxation croisée;
T, le temps de relaxation des protons dans le repere tournant ; et Dp.y’ la constante dipolaire
'H-"'P apparente. La constante dipolaire Dp.y réelle est alors égale a Dpy’ / /A2 [31]. La

distance internucléaire entre les spins 'H et *'P est alors extraite d’aprés cette valeur de Dp.y :
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Dyt = (no-hoyimysip)/ (167 .dpit’) (2)

ou dp.y est la distance internucléaire au sein de la paire de spin ; yiy et y3;p sont les rapports

gyromagnétiques ; W est la permittivité diélectrique du vide ; et h est la constante de Planck.
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Figure 70. Spectres de double CP MAS 'H-"'P-'H extraits de la Figure 69, ainsi que leurs
décompositions. Pour rendre compte du large signal sur la gamme 5('H) = 7-18 ppm, ont été
utilisés soit (i) un unique pic centré sur 6('H) = 12 ppm (a gauche) ; soit (ii) deux pics centrés
sur O('H) = 9,8 et 14 + 0,1 ppm (a droite).
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Les spectres obtenus a différents tcp, (cf. Figure 70) furent tous décomposés afin
de déterminer la variation de I’intensité des signaux 'H en fonction du temps de contact. Pour
ce qui concerne le signal large sur la gamme 8('H) = 7-18 ppm, nous nous sommes rendus
compte que la décomposition était plus satisfaisante lorsque deux pics (centrés a 8('H) 9,8 +
0,1 ppm, et 14 £ 0,1 ppm) étaient utilisés au lieu d’un seul (c¢f. Figure 70). Attention, nous ne
prétendons pas que ce signal large ne soit composé que de deux résonances seulement, qui
correspondraient a deux environnements protons distincts. Il est en effet probable qu’il soit au
contraire compos¢ d'une grande variété d'environnements conduisant a une distribution de

déplacements chimiques (cf. Figure 63).

L’évolution de ces deux pics a 8('H) ~9.8 et ~14 ppm a ensuite été modélisée a
I’aide de 1’équation (7), ce qui nous a permis d’extraire les valeurs des constantes dipolaires
Dy suivantes, respectivement 4095 + 490 Hz et 4695 + 490 Hz (¢f. Figure 71). Les distances
HeseP (dp.y) ont ensuite été calculées. Les valeurs obtenues, respectivement 2,24 = 0,07 A, et
2,14 £ 0,07 A, correspondent aux distances HeseP attendues au sein d’espéces HPO.>. En
effet, des analyses cristallographiques par diffraction des neutrons ont permis de déterminer
une distance dp.; pour les ions HPO4> de : (i) 2,19 A au sein de la brushite [32] ; et (i) 2,08-
2,25 A au sein de la monétite [33].

tep2 (ps)
a) () d) b
120 Dpyy = 4050 Hz; dpyy = 2.24 A 12 Dpy = 3600 Hz; dppy = 2.38 A
Dpyy = 4695 Hz; dpy = 2.14 A Dpyy = 4050 Hz; dpy = 2.24 A
100 Dpyy = 5402 Hz; dpyy = 2.05 A 10 Dpy = 4727 Hz; dpyy = 2.17 A
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Figure 71. Simulations numériques selon [’équation (1) de [’évolution de [’aimantation : (a)
du pic centré a 6('H) ~9,8 ppm ; et (b) de celui centré a 5('H) ~14 ppm.
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Ainsi, le signal large H présent sur la gamme 3('H) = 7-18 ppm peut étre
attribué sans risque a des espéces HPO,>. Par ailleurs, suite a 1’expérience d’échange
H,0/D,0 que nous avons réalisée ou la totalité de ces espéces HPO,> furent échangées (cf.
Figure 43), il semble donc que la grande majorité de ces HPO,* se trouvent localisés au
sein du domaine non-apatitique en surface du minéral osseux. Il serait intéressant de
réaliser une méme expérience de dynamiques de transfert CP a partir d’un échantillon
contenant des espéces dihydrogénophosphates H,PO4 et de la comparer a notre expérience,
afin d’étudier leur présence ou non. Cependant, leur présence semble improbable puisque des
expériences d’échanges ioniques tendent a montrer que les espeéces ioniques monovalentes
(comme Na" et K") ne peuvent pas s’incorporer au sein du domaine non-apatitique [2].
Notons enfin que le méme comportement oscillatoire a été observé pour les signaux 'H

compris entre 7 et 18 ppm pour CHA, CHA-SBF et I’échantillon d’ACP.

Il est donc possible de regrouper les différents protons qui composent le minéral
osseux en 3 catégories : OH (8('H) = 0 ppm), H,0 (8('H) ~ 5 ppm), et HPO,* (8('H) ~ de 7
a 18 ppm). Ces disparités importantes en termes de déplacement chimique sont imputables a
leurs environnements chimiques respectifs. En effet, il est admis que la valeur du déplacement
chimique d’un atome d’hydrogéne augmente avec la force de la liaison H qu'il peut former

avec un atome d’oxygéne adjacent, OH O [25], [34], comme illustré par la Figure 72.



169

4 C o -Z.CI— }EPC-4 ‘,-3
o4 ‘ L

1 | 1 | | | | \‘ |
230 240 250 280 270 280 290 300 3C

O-H--C distance [pm)]

Figure 72. Corrélation entre le déplacement chimique isotrope du proton en fonction des
distances OH O qui existent au sein de différentes phases cristallines : [’hydroxyapatite
(Cas(POy)3(OH)) ; le gypse (CaSO.2H,0); la brushite (CaHPO42H,0); la monétite
(CaHPO,) ; KH,PO,,; et NH,H;PO,. Cette corrélation est linéaire sur cette gamme de
déplacements chimiques de 0 a 16 ppm. Image reproduite d’aprés James P. Yesinowski et
Hellmut Eckert [25]

La signature a 8('H) = 0 ppm des ions OH™ localisés dans une apatite cristallisée
est donc singuliere. En effet, ces derniers sont alignés au sein des tunnels II (cf. [-3-2), avec
une distance OH O entre deux ions hydroxyles adjacents de ~ 2,5 A. Cette distance
importante ne permet pas la création de liaisons H fortes. Il est & noter que les espéces PO,
les plus proches des hydroxyles sont situés a des distances encore plus importantes (~ 4 A).
Quant aux valeurs de 8('H) élevées entre 7 et 15 ppm des HPO4> localisés dans le domaine
non-apatitique, elles indiquent la présence d’un réseaux de liaisons H important au sein
d’environnements chimiques distribués. Cet important réseau de liaisons H pourrait étre

favorisé par la présence de molécules d’eau rigides (8('H) = 5 ppm).
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I11-2-2) Etude des ions CO3>

I a été trés récemment mis en évidence que 1’incorporation des ions CO3* au sein
d’apatites de synthése favorisait la formation d’un domaine non-apatitique [35]. Plus
précisément, une proportion en domaine non-apatitique importante a ¢ét¢ mise en évidence a
partir d’une proportion massique en COs> supérieure a 5%. Le mécanisme de formation du
domaine non-apatitique reste néanmoins a déterminer, et dans cette perspective, la détection

. 2- . . . , . A
des ions COs™" qui y seraient incorporés est de premier intérét.

1II-2-2-a) Spectroscopie infrarouge

La technique la plus répandue pour I’é¢tude des différents environnements
chimiques des ions COs> du minéral osseux est la spectroscopie infrarouge [36], [37]. Ainsi,
le spectre infrarouge d’un échantillon d’os sec est représenté sur la Figure 73-A. Des bandes
d’absorption attribuées a de la matiére organique sont logiquement observées : dues aux
liaisons C-H aliphatiques vers 1900 cm™, ainsi qu'a des liaisons N-H amides vers 1600 cm™.
Concernant les ions C032' incorporés au sein du minéral osseux, le mode de vibration v,
(déformation hors du plan) est observé vers 870 cm™ (cf. étoile bleue), alors que le mode v;
(¢longation antisymétrique) est masqué sous de nombreuses bandes d’absorption provenant de
molécules organiques vers 1450 cm™ (cf. étoile rouge). Les modes de vibrations v; (élongation
symétrique), et v (élongation antisymétrique) des orthophosphates du minéral sont également
observés, respectivement vers 960 cm™ et entre 1000 et 1200 cm™ [38]. De plus, comme cela
fut déja rapporté par le passé¢ par Christian Rey er al. [39], la bande correspondant a
I’¢longation symétrique de la liaison O-H des hydroxyles du minéral n’est pas observée

(attendue 4 3570 cm™).
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Figure 73. A) Comparaison entre le spectre infrarouge d’un échantillon d’os sec et le spectre
infrarouge du méme échantillon une fois déprotéiné. B) L’agrandissement de la bande
d’absorption du mode de vibration v; des carbonates (os déprotéiné). C) L agrandissement de
la bande d’absorption du mode de vibration v, des carbonates (os déprotéiné). Apparaissent

egalement les agrandissements respectifs (non normalisés) des bandes d’absorption des
modes v; et vy des carbonates de [’échantillon CHA.
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Le spectre IR du méme échantillon une fois déprotéiné (par la méthode élaborée
par Steve Weiner et Paul Price, ¢f méthode n°2 de la réf. [40]) est aussi représenté sur la
Figure 73-A. L’extraction chimique du minéral osseux rend possible I’observation du mode
vy des carbonates (cf. étoile rouge), méme si de la mati¢re organique résiduelle est encore
présente. Afin d’étudier les sites d’incorporation des carbonates au sein du minéral (site A,
site B...), les modes de vibrations v; et vs sont utilisés, dont les agrandissements sont réunis
sur la Figure 73-B. Les allures de ces deux bandes d’absorption sont asymétriques, indiquant
la présence de plusieurs environnements chimiques en CO5> avec les principales attributions

suivantes [36], [37], [41]-[45] :

- pour le mode v, : les bandes des CO5* de type B a 871 cm™, des COs> de type A a 878

cm’l, et des CO;”" dits « labiles » a 866 cm™.

- pour le mode vs : les bandes des C032' de type B entre 1420 et 1470 cm’ et des CO32' de
type A entre 1460 et 1560 cm™. Une contribution due a des molécules organiques

résiduelles n’est cependant pas a exclure ici.

Alors que les attributions des bandes dues aux ions COs* incorporés au sein du domaine
apatitique sont relativement bien connues, celles des bandes dues aux potentiels ions COs>
incorporés au sein du domaine non-apatitique sont rarement rapportées. Seules quelques
études font écho de certains COs> dits « labiles » [2], [37], mais les résultats infrarouge ne

permettent pas de les relier aux cristaux d’apatite.

11-2-2-b) RMN 2D 'H-C

La RMN, qui a permis de sonder les environnements chimiques des protons
autour des sites phosphore du domaine non-apatitique, pourrait étre une bonne alternative
pour étudier également ceux autour des ions COs>. Néanmoins, du fait de la faible sensibilité
vis-a-vis des noyaux “C (seul isotope stable actif en RMN avec une faible abondance
naturelle, i.e. 1,07 %), la RMN "*C est peu employée pour I’étude du minéral osseux. La
présence de la matrice organique implique que le collagéne soit principalement détecté [46].
Une dégradation chimique (traitement par NaOH) de la matrice organique permet néanmoins
la détection des carbonates du minéral osseux [47], via l'apparition d’une résonance
dissymétrique vers 8('°C) ~169 ppm. Cependant, a 'image de I’infrarouge, seules les

contributions des ions CO3* en site A, B et AB du domaine apatitique sont généralement
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utilisées pour attribuer le spectre >C [48]-[50]. De plus, on ne peut pas exclure une altération

du domaine non-apatitique suite au traitement chimique.

Nous avons donc décidé d'étudier une apatite biomimétique enrichie en °C. Pour
ce faire, la synthése par diffusion de vapeurs d’ammoniac, permettant 1’obtention de 1’apatite
carbonatée CHA (cf. Figure 50) fut adaptée, avec I’utilisation d’un précurseur d’ions
carbonates NaHCO; enrichi a 100% en '*C. L’¢échantillon obtenu de cette maniére fut appelé
CHA-"C. Le spectre IR de CHA est représenté sur la Figure 73-B, ou ’incorporation de
carbonates est avérée en raison de la présence des bandes d’absorption des modes v; et v, des

carbonates.

Afin de détecter les ions COs” éventuellement incorporés au sein du domaine
non-apatitique, I’expérience HetCor 'H-"°C a été utilisée. Ainsi, un spectre HetCor 'H-"C fut
tout d’abord enregistré a partir de I’échantillon CHA-"C a 1’état sec (cf. Figure 74). Les ions
CO;” qui corrélent avec les ions OH a 8('"H) = 0 ppm (c¢f. la tache de corrélation (v)) sont
ceux incorporés au sein du domaine apatitique : ils apparaissent sous la forme de trois
résonances, centrées respectivement a 8("°C) = 168,3ppm ; 169,6 ppm ; et 170,5 ppm. Des

attributions relative a leur site cristallographique d’insertion ont été proposés [48]—-[50] :

- COs* de type B pour les résonances centrées a 8(**C) =169,6 ppm et 170,5 ppm.
- CO;™ de type AB pour la résonance centrée a 8('°C) ~168,3ppm.

Il est ainsi & noter que CHA-"C est une apatite ou les COs> de type B sont majoritaires,
puisque aucune contribution provenant d'ions COs> de type A attendue a 8("*C) = 166,5 ppm
n’est observée ici (pour tcp = 1ms). Quant a la faible résonance observée a ('H) = 1,3 ppm
sur la dimension proton (fléches rouges), elle est attribuée a des ions OH™ proches de CO3> de

type B [50].

Une seconde tache de corrélation (vi), trés distribuée sur la dimension proton, est
également observée (c¢f. Figure 74). Ainsi, par analogie avec les attributions du spectre 'H
discutées précédemment, nous détectons ici des ions COs;” qui corrélent avec les espéces
protonées du domaine non-apatitique : les molécules d’eau résiduelles a 5('H) ~5.5 ppm ainsi
que les HPO,* sur la gamme 8('H) ~7-15 ppm. Ceci est un premier indice de la présence

d’ions COs> incorporés au sein du domaine non-apatitique de CHA-"C. Rappelons qu’une
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expérience similaire a déja été rapportée par le passé pour une fluoroapatite carbonatée de

type-B de synthése enrichie en °C [2].

Nous avons néanmoins poussé les investigations, afin de prouver de fagon encore
plus probante la présence de CO;> dans le domaine de surface des cristaux de CHA-"C.
Dans cette optique, une expérience HetCor 'H-">C a été réalisée a partir de ’échantillon
CHA-"C humide (+ 10 uL d’eau osmosée directement rajoutée dans le rotor, ¢/, Figure 74).
Dans ce cas, la large tache de corrélation (vi) (auparavant observée a 1’état sec) disparait au
détriment d’une tache de corrélation étroite (viii) a 8('H) ~4,9 ppm sur la dimension proton.
Par analogie avec les expériences HetCor 'H->'P réalisées sur de 1’os frais, et sur CHA et
CHA-SBF humides, ce signal intense & 8('H) ~4,9 ppm est attribué¢ & des molécules d’eau
fortement adsorbées en surface des particules. On démontre ainsi que certains ions COs> se
trouvent incorporés au sein du domaine non-apatitique hydrophile en surface des

particules de CHA-"C.

Hydratation artificielle
(+ 10 pL d’eau osmosee)

Type B (169,6 ppm) ........................... .

Type B (170,5 ppm) e

OH-

H,0
résiduelle

HPO,*>

(167,8 ppm)
W\//\IV\MA
CHA humide
l l l 15 l l l
175 170 165 175 170 165
§ 3C (ppm) 6 C (ppm)

Figure 74. Comparaison entre le spectre 2D HetCor 'H-"C d’un échantillon d’apatite
biomimétique carbonatée enrichie en carbone-13 CHA-BC (Vior = 14 kHz, tcp = 1 ms), et
celui du méme échantillon une fois hydraté artificiellement suite a l’ajout de 10 ul d’eau
osmosée (Vo = 8 kHz, tcp = 1 ms). Bo = 7,05 Tesla

r— Domaine non-apatitique

H,O
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Les spectres °C reconstruits correspondant au domaine apatitique et au domaine
non-apatitique de CHA-"C ont été obtenus respectivement a partir des taches de corrélation
(vii) et (viii) (cf. Figure 75). On constate que les ions carbonates présents dans le domaine
non-apatitique semblent avoir un déplacement chimique C qui s'étend de 167 a 171 ppm
avec un maximum autour de ~167,8 ppm, ce qui les distingue des carbonates du domaine

apatitique qui eux s'étendent de 168 a 172 ppm.

Domaine apatitique mouillé
(5('H) = 0 ppm)

Domaine apatitique mouillé
(6('H) = 1.3 ppm)

Domaine non-apatitique mouillé

180 178 176 174 172 170 168 166 164 162 160
63 C(ppm)
Figure 75. Comparaison entre les spectres °C reconstruits correspondant au domaine

apatitique de CHA-"C (5('H) = 0 ppm et 5('H) = 1.3 ppm) et au domaine non-apatitique
(5('"H) = 4,9 ppm), provenant de la carte 2D HetCor de la Figure 74.

Il est tres difficile de remonter aux proportions respectives en ions carbonates au
sein des domaines apatitique et non apatitique de CHA-"C. En effet, pour cela il faudrait

r y e . 13 . .
décomposer avec une bonne précision le spectre “C quantitatif correspondant, or nous
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n’avons pas obtenu de résultat satisfaisant jusqu’a présent. Néanmoins, nous constatons que la
proportion d’ions carbonates présents dans le domaine non-apatitique n’est pas négligeable

devant celle correspondant au domaine apatitique.

Il est délicat d’en tirer des conclusions similaires pour le minéral osseux.
Néanmoins, les nombreuses similitudes entre le minéral osseux et CHA pourrait suggérer
¢galement une présence importante de carbonates dans le domaine non-apatitique du minéral

0OSSCux.

I11-2-3) Etude des ions Ca**

Nous avons poursuivi I’étude de la composition chimique du domaine de surface
de CHA par I’étude par RMN du noyau *Ca qui est I’isotope actif en RMN du calcium. Sa
faible abondance naturelle nous a conduits a synthétiser un échantillon de CHA enrichi a 60%
en *Ca nommé CHA-*Ca (voir la section « Matériels et méthodes » pour le protocole de
synthése détaillé). Deux résonances sont détectées sur le spectre RMN MAS **Ca (cf. Figure
76) qui correspondent aux deux sites cristallographiques du calcium présent dans la structure
apatitique (cf- Figure 11) [51], ce qui atteste de la réussite de 1’enrichissement sélectif de

CHA en “Ca.

Ca(2) Cath

100 80 60 40 20 O -20 -40 -60 -80 -100
6*Ca (ppm)
Figure 76. Spectre RMN MAS du **Ca de CHA-*Ca. By = 16,45 T et v,o; = 22 kHz
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Afin d’étudier les proximités spatiales entre les noyaux 'H et *Ca, nous nous
sommes tournés vers l’expérience TRAPDOR. Cette expérience, qui utilise 1’interaction
dipolaire 'H-*Ca, conduit au déphasage des résonances 'H proches spatialement des sites
#(Ca. La Figure 77 présente le spectre 'H de CHA-*Ca a I’état sec avec et sans irradiation
“Ca ainsi que le spectre différence. Ce dernier prouve que les signaux 'H déphasés durant
I’irradiation correspondent aux ions OH- (8('H) = 0 ppm) et & des molécules d’eau résiduelle
(8('H) = 5,2 ppm). La présence d’ion Ca** a proximité de ces molécules d’eau résiduelle
du domaine non-apatitique est donc avérée. Il est a noter que les résonnances 'H
caractéristiques des ions HPO4> du domaine non-apatitique (8('H) = 7 — 18 ppm) ne sont pas
détectées a cause de leur faible intensité combinée a un temps de relaxation To('H) trop court.
En effet, le temps d’écho pour cette expérience correspond a 10 périodes de rotor soit 0,45
ms. Il est intéressant de noter que les résonances fines entre 2 et 4 ppm qui correspondent a
des impuretés ne sont pas soumises a un effet TRAPDOR et qu’elles ne sont donc pas

. 4
couplées au **Ca.

La présence d’ions Ca®" au sein du domaine non-apatitique de CHA-*Ca n’est
pas une surprise en soit puisque leur présence était attendue pour des raisons
d’électroneutralité. Précédemment, des études XANES (« X-ray Absorption Near Edge
Structure”) au seuil-K du Ca avait déja montré qu’il existait des environnements spécifiques
pour les ions Ca*" dans des apatites nanocristallines qui n’étaient pas retrouvés dans des

apatites stoechiométriques [52].

A .y , . 2. . . .
De la méme manicre que pour la présence des ions COs7, il est difficile de
J LR r . + s r .
conclure définitivement sur la présence d’ions Ca”" en surface du minéral osseux. Néanmoins,

pour des raisons d’électroneutralité nous pouvons fortement les suspecter.
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H,0 résiduelle

Sans irradiation 43Ca

Avec irradiation 43Ca

Différence x2

I I N NN [N NN NN SN N NN S S N
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1

O'H (ppm)

Figure 77. Expérience TRAPDOR 'H-"Ca pour CHA-*Ca : comparaison entre les spectres
'H sans et avec irradiation Ca. Le spectre « différence » est aussi indiqué. L expérience a
été enregistrée sur un spectrométre Avance 700, Vo, = 22 kHz, une radiofréquence *Ca de 25
kHz a été appliquée pendant 10 périodes de rotor soit 0,45 ms.
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111I-3 / Conclusion

Les résultats exposés au sein de ce chapitre nous ont permis de montrer que le
domaine non-apatitique du minéral osseux est trés désordonné et possede des réponses
spectroscopiques proche de celles d’un phosphate de calcium amorphe. De plus, nous avons
montré que ce domaine est riche en espéces HPO4> au contraire du domaine apatitique. Enfin,
I’analyse d’apatites biomimétiques spécifiquement enrichies en *C et **Ca a permis de

. 2- 2+ , . ..
montrer que les ions CO3;™" et Ca” sont présents dans leur domaine non-apatitique.

Si nous étendons ces résultats au minéral osseux, il semble donc que son
domaine de surface corresponde a un phosphate de calcium amorphe de type ACP
fortement hydraté et principalement formé d’ions divalents : Ca’, CO;” et HPO4*. En
rassemblant les résultats issus des chapitres II & III, il est alors possible de proposer une
représentation schématique de 1’organisation d’un cristal d’une apatite osseuse (cf. Figure
78). Celle-ci fiit réalisée a I’échelle, puisque nous avons tenu compte du fait qu’environ 45 %

des phosphore se trouvent en surface du cristal au sein du domaine non-apatitique.

Ca?*,PO,> | Ca?" ,HPO,>
OH', CO;> : CO;>, H,0

~30 nm

Domaine :Domaine

% s
apatitique : non-apatitique

Morphologie plaquettaire cristallin : amorphe

Figure 78 : Représentation schématique d’une plaquette d’apatite osseuse.
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Chapitre IV / Organisation 3D des cristaux d’apatite

Introduction

Comme nous I’avons vu, le tissu osseux est un matériau biologique hautement
hiérarchis¢, dont 1’organisation tridimensionnelle des briques élémentaires (cristaux d’apatite
et fibrilles de collagene) est tres bien décrite [1], [2] (c¢f. Figure 2). Cependant, des questions
persistent a propos des mécanismes qui controlent les processus de la biominéralisation
osseuse. Parmi eux, le débat reste ouvert a propos de la nature et des fonctions des composés
qui sont impliqués dans I’organisation 3D des cristaux d’apatite au sein des fibrilles de
collagéne. Pour rappel, cette organisation s’opere de sorte que les plaquettes s’agencent
localement avec leurs larges faces (100) parall¢les les unes aux autres, alors que leurs axes
cristallographiques ¢ sont parall¢les a 1’axe longitudinal des fibrilles de collagéne (cf. Figure
16). A P’heure actuelle, il est communément admis que seules certaines biomolécules
templates (collagéne et/ou PNCs) controlent I’organisation 3D des cristaux d’apatite
osseuse in vivo (cf. Figures 18, 19 & 20). Tout commencerait a I’étape de nucléation, qui
serait gouvernée par 1’affinité chimique de certains résidus de la biomolécule template avec
les précurseurs ioniques en solution, comme par exemple celle des groupements carboxylates
des résidus glutamates et aspartates des SIBLINGs avec les ions calcium (cf. [-4-2 & 1-4-3).
Puis, il est proposé que la biomolécule template soit structurée de fagon périodique (telle la
DMP-1 sous forme de feuillets B au contact d’ions Ca*" [3]), permettant I’apparition des
germes d’apatite en des points bien précis le long de son squelette (c¢f. Figure 20). Enfin, des
phénomeénes de croissances épitaxiales successives permettraient la propagation ordonnée des
cristaux d’apatite au sein de la matrice organique pour former un réseau continu (matrice

minérale) (cf. Figure 20).

Quant aux biomolécules incriminées, des expériences de RMN tendent a montrer
que des ions citrates [4] ainsi que des chaines de polysaccharides des protéoglycanes [5], [6]
se trouvent a proximité du minéral in vivo (respectivement a ~3-5 A, et a 5-6 A) ; alors que le
collagéne se trouverait 4 ~9 A du minéral pour un échantillon d’os frais, contre ~7,6 A pour
un échantillon d’os en partie déshydraté [7]. D un autre c6té, des expériences plus spécifiques
ont montré¢ que la DMP-1 était capable d’induire le coalignement de cristaux d’apatite
préformés selon leur axe ¢ en solution [8]. D’autres études ont observé la nucléation puis la

croissance orientée de cristaux d’apatite au sein de fibrilles de collagéne en présence de
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polyélectrolytes de synthése (utilisés afin de mimer les SIBLINGs) [9]-[11]. Pour finir, le
collageéne a été aussi proposé¢ comme acteur de la minéralisation via sa capacité a fixer les

ions calcium et phosphates [12].

D’un autre c6té, nous avons démontré que le domaine non-apatitique du minéral
osseux ¢tait de nature tres hydrophile, lequel engendre la présence de molécules d’eau

fortement adsorbées en surface des cristaux d’apatite in vivo (cf. Figures 40 & 42).

Ces molécules d’eau seraient donc au plus pres des cristaux d’apatite in vivo,
formant de cette maniére une véritable coquille d’hydratation rigide, pour reprendre la
formule de W. F. Neuman et al. [13], [14]. De cette maniere, lorsque deux cristaux d’apatite
sont en contact, il est imaginable qu’avant méme toute biomolécule, cela soit les molécules

d’eau provenant de leur coquille d’hydratation qui gouverne I’interface minéral-minéral.

Par ailleurs, une grande partie de ces molécules d’eau n’est plus détectée suite a
une simple déshydratation de 1’échantillon d’os a température ambiante (cf. Figure 40). Une
telle observation est ainsi en accord avec le modele proposé par Erin Wilson et al. [15] (cf.
Figure 27). D’un autre co6té, la teneur en eau du tissu osseux diminue naturellement lors du
vieillissement d’un individu [16], [17], et Jeffry Nyman et al. proposent que cette diminution
concernerait principalement 1’eau interstitielle au sein de la porosité collagene-apatite, et non
pas I’eau « libre » [18]. En parall¢le, de nombreuses études sur les propriétés mécaniques de
I’0s ont mis en lumicre qu’elles étaient altérées suite a sa déshydratation [19]-[24], a savoir :
la rigidité, la résistance a la traction et la duret¢ augmentent ; alors que la contrainte a la
rupture et la viscoélasticité diminuent. De plus, une étude plus poussée propose que la perte
de I’eau associée au collagene diminuerait la dureté de 1'os, alors que celle associé¢e au minéral
en diminuerait la résistance a la traction ainsi que la dureté [25]. La proposition faite par Jitin
Samuel et al., a savoir que I’eau de la porosité collagene-apatite favoriserait 1’adhésion entre
la matrice organique et la matrice inorganique va également dans ce sens [26]. Ces résultats
suggerent que I’eau contribue aux propriétés mécaniques de 1’os, et font écho a une vieille
théorie qui propose qu’il devrait en partie sa résistance a I'hydrodynamique [27]-[29] (ou
I’eau, une fois compressée, serait capable de disperser les contraintes mécaniques en
transférant les charges dans toutes les directions). Ceci est a mettre en perspective avec la
poromécanique appliquée a I’os, qui le décrit comme une phase solide poreuse saturée en eau,

et essais de prédire le mouvement des fluides une fois sous pression [30]. Cette théorie
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implique que I’eau au sein de la porosité collagéne-apatite (i.e. I’eau au contact du minéral),

soit quasiment immobile, comme le suggere également nos résultats RMN.

Par ailleurs, précédemment a notre étude montrant que le domaine non-apatitique
¢était le responsable du caractére hydrophile de la surface du minéral osseux, plusieurs
hypothéses ont été émises par Christian Rey et ses collégues concernant les potentiels roles in
vivo d’un tel domaine de surface [31], [32] :

e celui-ci pourrait servir a immobiliser et a concentrer les précurseurs ioniques de
’apatite en surface des cristaux et ainsi favoriser leur croissance.

e celui-ci étant métastable, il pourrait potentiellement accroitre la solubilité des cristaux
d’apatite sous 1’action des ostéoclastes.

e celui-ci pourrait agir comme un réservoir ionique pour assurer les équilibres physico-
chimiques du fluide extracellulaire.

e celui-ci pourrait avoir des propriétés d’adsorption particulieres envers les
biomolécules (dont les PNCs), dont les mécanismes restent encore a définir de

maniére plus précise.

En définitive, I’interface minéral-minéral est gouvernée a I’échelle moléculaire
par la présence de molécules d’eau «rigides », dont la perte semble affecter les propriétés
mécaniques de ’os a I’échelle macroscopique. Par ailleurs, il se trouve que les cristaux
d’apatite au sein du tissu osseux mature ne sont pas isolés mais sont tous associés les uns avec
les autres suite a leur organisation 3D. Il a été proposé que cette association soit telle, que les
cristaux d’apatite forment un continuum ayant sa propre intégrité structurale, méme apres le
retrait de la matrice organique (méme si le manque d’information concernant la quantité
résiduelle de matrice organique questionne les résultats de cette étude) [33]. Ce sont les
raisons pour lesquelles, nous nous sommes posé la question si les molécules d’eau a
I’interface minéral-minéral avaient un potentiel réle structurant envers le minéral

osseux in vivo.
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IV-1/ Les techniques utilisées : Cryo-MET & WAXD

Afin de comprendre le role joué¢ par la coquille d’hydratation rigide autour des
cristaux d’apatite in vivo, nous avons entrepris des études in vitro par cryo-microscopie
¢lectronique en transmission (cryo-MET), ainsi que par diffraction des rayons X aux grands

angles (WAXD, pour Wide-angle X-ray Diffraction) en transmission.

IV-1-1) Cryo-MET

Toutes les observations de cryo-MET ont été réalisées en collaboration avec
Gérard Pehau-Arnaudet de I’institut Pasteur (UMR 3528, Biologie structurale des processus
cellulaires et maladies infectieuses). Cette technique permet [’observation des cristaux
d’apatite (osseuse et biomimétique) en conservant leur coquille d’hydratation, afin d’étudier

le role de cette derniére sur I’interface minéral-minéral.

En pratique, 1’échantillon d’apatite sous forme de poudre est d’abord dispersé
dans de 1’eau osmosée, a une concentration élevée de 5 mg/mL. Le mélange est ensuite inséré
dans un bain a ultrasons pour une période de 10 minutes, dans le but de disperser les cristaux
d’apatite le plus possible. Suite a cela, le mélange est placé sous agitation modérée pendant 45
minutes, puis laissé au repos pendant les 15 minutes précédant sa cryofixation. Par la suite, on
préleve 5 pL du mélange a 1’aide d’une pipette, que I’on dépose sur une grille de cuivre
recouverte d’un film de carbone a trous. La grille est alors insérée a 1’intérieur d’un cryo-
plongeur, ou la température et le taux de I’humidité de 1’air sont fixés, respectivement a 25°C
et 85 %. Dans un premier temps, le surplus d’eau recouvrant la grille est absorbée plus ou
moins longtemps au contact d’un papier filtre, afin d’obtenir I’épaisseur de glace désirée.
Ensuite, la grille est plongée a grande vitesse dans un bain d’éthane liquide a -174°C, lui-
méme refroidi par un bain d’azote liquide a -196°C. Cette étape permet la vitrification de
I’eau du mélange, figeant ainsi les particules d’apatite dans 1’état dans lequel elles se
trouvaient en solution. La grille est ensuite conservée dans un porte échantillon contenant un

réservoir d’azote liquide avant son observation au microscope.

IV-1-2) WAXD

Des expériences de WAXD ont été réalisées afin de déterminer I’orientation

adoptée par les cristaux d’apatite une fois dispersés en milieux aqueux. En pratique, le
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faisceau de rayons X (diamétre = 400 pm, au rayonnement CuKa;) vient frapper I’échantillon
(i.e. un mélange poudre d’apatite + eau) qui se trouve au sein d’un capillaire en borosilicate
(diametre = 1 mm). L’expérience étant réalisée sous vide, le capillaire fut préalablement scellé
avec de la cire, permettant ainsi une conservation optimale de I’hydratation de 1’échantillon.
Ensuite, le signal diffracté est récolté en mode transmission a ’aide d’un détecteur plan (i.e.
une image plate, 1515 cm’), qui se trouve & une distance de 58,6 mm par rapport a
I’échantillon. Puis, [D’intégration radiale de 1’image plate permet de récolter un
diffractogramme WAXD 1D. Enfin, le signal de fond, comprenant un important signal de
diffusion de 1’eau, fut supprimé a 1’aide du logiciel Fullprof (voir section « Matériels et
méthodes »). Deux procédures différentes afin de mouiller la poudre ont été expérimentées :

(i) La premicre ou la poudre est en premier lieu introduite seche dans le capillaire,
suivi de I’injection de ’eau a 1’aide d’une seringue.

(i) La seconde est similaire a celle décrite pour les expériences de cryo-MET,
c'est-a-dire ou le mélange poudre + eau est réalisé au préalable (2 une concentration de 5
mg/mL). Le mélange est alors placé dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes, agité¢ de
facon modérée pendant 45 minutes, et enfin laissé au repos pendant 15 minutes. Ce mélange

est alors prélevé, puis injecté au sein du capillaire a I’aide d’une seringue.

Des diffractogrammes WAXD des échantillons a 1’état sec ont aussi été enregistrés sur des
¢chantillons également introduits dans un capillaire scellé. Une fois les diffractogrammes des
¢chantillons secs et mouillés comparés, les deux procédures se sont avérées avoir la méme
tendance. Cependant, I’étape d’hydratation de la procédure (i) engendre un flux d’eau le long
du capillaire, lequel pourrait favoriser 1’orientation des particules suite a leur confinement.
Ainsi, seule la procédure (ii) qui semble la plus optimale fut retenue. Remarquons cependant
qu’in vivo, la pression engendrée par le flux du fluide extracellulaire pourrait mener
¢galement a favoriser 1’orientation des plaquettes au sein des fibrilles de collagéne ou il est

décrit la présence de canaux reliant différentes zones de gap [34], [35].
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IV-2 / Role de I’eau a I’interface minéral-minéral
IV-2-1) Comportement de CHA et CHA-SBF en milieu aqueux

Nous nous sommes d’abord tournés vers les apatites biomimétiques CHA et
CHA-SBF. 1l s’agit de candidats appropriés afin de mimer I’interface minéral-minéral in vivo,
puisqu’au méme titre que le minéral osseux : leur domaine non-apatitique de surface est tres
hydrophile (c¢f. Figure 52); et leurs cristaux sont sous la forme de plaquettes de taille

nanométrique (cf. Figure 50).

1V-2-1-a) Observations par cryo-MET

Les clichés de cryo-MET a faible grandissement des suspensions de CHA et
CHA-SBF dans I’eau apparaissent au sein de la Figure 79. Pour chaque échantillon, de
nombreuses zones trés contrastées et donc trés denses en plaquettes sont observées, et ont été
entourées par des ellipses rouges. Un tel comportement était attendu car la concentration en
plaquettes est beaucoup plus importante que celle utilisée en MET standard (environ 10 fois

supérieure), et les particules sont trés hydrophiles.

La Figure 80 rassemble quelques exemples de ces zones denses en plaquettes
dans le cas de I’échantillon CHA, observées a plus fort grandissement. Il apparait
dorénavant qu’il s’agit d’agglomérats de plaquettes ordonnées (d’une épaisseur de ~ 2,3
+ (0,2 nm), lesquelles sont agencées de sorte que leurs larges faces (100) se trouvent étre
paralléles les unes aux autres. Ces plaquettes s’empilent ainsi latéralement (cf. doubles
fleches bleues), mais également longitudinalement (cf. doubles fléches rouges). Il est a noter
qu’une telle observation nécessite que ces plaquettes soient exposées selon leurs tranches, et

leurs larges faces (100) sont donc strictement paralleles au faisceau €lectronique.

De tels agglomérats de plaquettes ordonnées sont également observés dans le cas
de I’échantillon CHA-SBF (épaisseur de ~1,4 £ 0,1 nm, ¢/ Figure 81). La Figure 81-A
correspond au rectangle blanc de la Figure 79 a un plus fort grandissement, tandis que la
Figure 81-B correspond au rectangle blanc de la Figure 81-A. La fagon avec laquelle les

plaquettes de CHA-SBF sont empilées les unes avec les autres semble plus réguliere.
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Figure 79. Clichés de cryo-MET des suspensions de CHA et CHA-SBF dans [’eau.
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Figure 80. Clichés de cryo-MET des agglomérats de plaquettes ordonnées au sein de la
suspension de CHA dans l’eau. Les doubles fleches rouges indiquent la direction de leur
empilement longitudinal, alors que les doubles fleches bleues indiquent la direction de leur
empilement latéral.

Figure 81. Clichés de cryo-MET d’un agglomérat de plaquettes ordonnées au sein de la
suspension de CHA-SBF dans [’eau, ou (B) correspond au rectangle blanc montré dans (A)
a un plus fort grandissement. Par ailleurs, (A) correspond au rectangle blanc montré dans la
Figure 1 a un plus fort grandissement.
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Une telle différence pourrait s’expliquer par le fait que les plaquettes de CHA-SBF possédent
des tailles relativement monodisperses (i.e. longueur 30-50 nm, largeur 10-30 nm, et épaisseur
~1,4-4 nm), alors que celles de CHA sont assez polydisperses (i.e. longueur 30-200 nm,
largeur 20-50 nm, et épaisseur ~2-9 nm, cf. Figure 50). Plus particuliérement, leur
empilement latéral (cf. double fleche bleue) laisse apparaitre distinctement une périodicité,
puisqu’une étroite zone moins contrastée (d’une épaisseur de ~0,9 + 0,1 nm) est observée
entre deux plaquettes adjacentes (cf. Figure 81-B). Dans le cas de CHA, cette zone moins
contrastée est épaisse d’environ 1,3 £ 0,2 nm. Il est envisageable que cette zone soit occupée
par les molécules d’eau fortement adsorbées en surface des particules (et/ou leur domaine

non-apatitique a condition que celui-ci soit moins dense).

Par ailleurs, 1’épaisseur des plaquettes de CHA et CHA-SBF impliquées au sein
de ces agglomérats ordonnés est extrémement fine (respectivement ~ 2,3 = 0,2 nm, et ~1,4 £+
0,1 nm), et les plaquettes plus épaisses ne semblent ainsi pas capables de s’organiser.
Néanmoins, ces €paisseurs de plaquettes extrémement fines correspondent a celles mesurées
pour de I’os cortical de bovin adulte, ou approximativement 98% des plaquettes avaient une

épaisseur entre ~0,6 et ~2 nm (= 0,2 nm) [36].
Enfin, a la vue des morphologies parfois trés irrégulieres des plaquettes (cf.

Figure 50), il est surprenant de ne pas réussir a discerner la jonction entre deux plaquettes

adjacentes selon I’empilement longitudinal (c¢f. double fléche rouge).

1V-2-1-b) Analyses par WAXD

Les clichés de cryo-MET ont révélé un auto-assemblage des plaquettes d’apatites
biomimétiques en milieux aqueux, avec a la fois: un empilement latéral régulier, et un
agencement longitudinal régulier. Des analyses WAXD ont également été réalisées afin de
déterminer si une telle organisation était également observée par diffraction des rayons X.
Ainsi, les diffractogrammes WAXD de CHA et CHA-SBF secs et en suspension dans 1’eau

ont été enregistrés puis comparés (cf. Figure 82).
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Figure 82. Diffractogrammes WAXD 1D de la poudre seche (traits verts) et mouillée (traits
pointillés bordeaux) de CHA (a) et CHA-SBF (b).

Les raies de diffraction caractéristiques de 1’apatite sont observée a la fois pour les
¢chantillons secs, et pour les échantillons mouillés, a savoir : la raie (002) a 20 ~25,9°, et les
raies (211), (112), (300) et (202) juxtaposées sur la gamme 20 ~31,8-35,1°. Cependant, en
normalisant les diffractogrammes secs et mouillés sur le massif formé par ces raies
juxtaposées, on se rend compte que ’intensité maximale de la raie (002) augmente une fois

I’échantillon mouillé (+ 15 %), tandis que sa largeur reste quasiment inchangée.

Afin de confirmer cette tendance, les diffractogrammes ont ét¢ décomposés afin
de remonter a I’intensit¢ maximale individuelle de chacune des raies juxtaposées sur la
gamme 20 ~31,8-35,1° (ou les positions et les largeurs des raies furent fixées, cf. Figure 83).
Le rapport de I’intensité maximale de la raie (002) sur I’intensité maximale de la raie (300)
augmente lorsque que 1’échantillon est mouill¢€, a savoir 1,50 vs 1,83 pour CHA, et 0,69 vs
0,86 pour CHA-SBF (soit respectivement + 22 % et + 25 %). Ainsi, alors que I’intensité
maximale de la raie (002) augmente, celle de la raie (300) diminue (cf- Figure 83). Cela
suggére que : (i) ’eau est un acteur sur ’organisation des plaquettes de CHA et CHA-
SBF ; et (ii) cet auto-assemblage s’opére ici de maniére plus importante

longitudinalement (i.e. selon I’axe c des cristaux), que latéralement.
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Figure 83. Décomposition des diffractogrammes WAXD 1D de la poudre seche (a gauche) et
mouillée (a droite) de CHA (a) et CHA-SBF (b). Le massif formé par la juxtaposition des 4

raies (211), (112), (300) et (202) sur la gamme 20 ~31,8-35,1°, fut décomposé en laissant les
intensités libres, mais en fixant les positions et les largeurs des raies.

IV-2-2) Comportement de HA en milieu aqueux

Le comportement des particules de 1’apatite steechiométrique HA en milieu
aqueux a ¢également été observé par cryo-MET (cf. Figure 84). Cette fois-ci, aucune
orientation des particules ne fut observée, ni méme de zones trés denses en particules.
Cependant, il s’agit ici d’un systéme tres dissemblable a celui du minéral osseux, puisque les
particules de HA : (i) ont une morphologie sous la forme de batonnets (longueur ~30-100 nm
et largeur ~25 nm) ; (ii) ne possedent pas de domaine non-apatite hydrophile (cf. Figure 37) ;
et (iii) donc elles ne sont capables de fortement absorber des molécules d’eau a leur surface

(cf- Figure 59).
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Figure 84. Clichés de cryo-MET d’une suspension dans l'eau de [’échantillon d’apatite
steechiométrique HA.

IV-2-3) Comportement de CHA-aiguilles en milieu aqueux

Dans le but d’étudier DI'importance de la morphologie plaquettaire sur
I’organisation de particules d’apatite en milieux aqueux, une apatite carbonatée (possédant un
domaine non-apatitique) sous forme d’aiguilles fut synthétisée (appelée CHA-aiguilles). Pour
ce faire, le protocole de la synthése par diffusion de vapeurs d’ammoniac a été utilisé a
I’identique, a I’exception de la solution réactionnelle qui fut laissée sous agitation continuelle

lors de la précipitation.

Premicrement, seule une phase cristalline d’apatite est détectée par diffraction des
rayons X (cf. Figure 85-a). Ensuite, les aiguilles d’apatite ainsi formées ont une longueur

allant d’environ 50 & 120 nm, et une épaisseur d’environ 10-15 nm (cf. Figure 85-b).
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Figure 85. (a) Diffractogramme X sur poudre obtenu au rayonnement CuKa; de [’échantillon
CHA-aiguilles. (b) Cliché obtenu en microscopie électronique en transmission (MET)
de CHA-aiguilles, préalablement dispersé dans de [’éthanol absolu.

Une expérience RMN HetCor 'H-""P fut enregistrée & partir de CHA-aiguilles a
I’état sec, et a permis d’y vérifier la présence d’'un domaine non-apatite (cf- I’observation de la

tache de corrélation (i), Figure 86).

Ensuite, deux clichés de cryo-MET de la suspension de CHA-aiguilles dans 1’eau
sont réunis au sein de la Figure 87. Plusieurs zones trés denses en aiguilles sont observées,
dont quelques unes ont été entourées a ’aide d’ellipses rouges (cf- Figure 87-A). Une
observation a un plus fort grandissement permet de constater que les aiguilles semblent la
plupart du temps orientées de fagcon aléatoire les unes par rapport aux autres (cf. Figure 87-
B), a I’exception de tres rares cas ou elles s’orientent localement dans la méme direction (cf.

Figure 88, non sans rappeler I’organisation des plaquettes de CHA et CHA-SBF humides).
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Figure 86. Spectre 2D HetCor "H'P de CHA-aiguilles a [’état sec (vios = 14 kHz, tcp = 1
ms). Bo = 7,05 Tesla

Figure 87. Clichés de cryo-microscopie électronique en transmission d’'une suspension de
[’échantillon CHA-aiguilles dans [’eau.
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Figure 88. Cliché de cryo-MET d’un rare agglomérat formé de particules coalignées au sein
de la suspension de CHA-aiguilles dans [’eau.

En définitive, alors que les particules de HA et de CHA-aiguilles ont des
morphologies et des tailles voisines, seules celles de CHA-aiguilles ont une forte tendance a
s’agglomérer en milieux aqueux. Ces observations suggérent qu’ici : (i) I’agglomération
des particules est favorisée en présence du domaine non-apatite hydrophile de surface ;
et (ii) une morphologie plaquettaire semble étre favorable pour la formation de

nombreux empilements de particules coalignées (cf. Figures 79, 80 & 81).

IV-2-4) Obtention de plaquettes d’apatite dépourvues de domaine non-
apatitique de surface

1V-2-4-a) Les différents protocoles expérimentaux

Dans le but d’étudier 'implication du domaine non-apatitique hydrophile sur
I’agglomération et 1’organisation des plaquettes d’apatites biomimétiques en milieux aqueux,
des plaquettes d’apatite dépourvues de ce dernier ont été préparées. Pour ce faire, un
traitement thermique ainsi que trois traitements chimiques différents ont été infligés a un

échantillon de CHA, permettant I’obtention des échantillons suivants :

- CHA-200 : De la poudre de CHA fut répandue au sein d’une boite de Petri, puis placée

dans une étuve chauffante a 200°C pendant 5 jours.

- CHA-pH14 : De la poudre de CHA (C = 0,2 % en masse) fut dispersée au sein d’une

solution aqueuse de NaOH concentrée (pH = 14). Ce mélange fut agité continuellement
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pendant 1 journée, durée pendant laquelle il fut inséré dans un bain a ultrasons de maniére

répétée afin de disperser les particules.

- CHA-pH7,4 : De la poudre de CHA (0,2 % en masse) fut dispersée dans de 1I’eau osmosée,
ou le pH fut immédiatement ajusté a 7,4 a I’aide d’une solution aqueuse de HCI (0,2 % en
masse) Ce mélange fut agité continuellement pendant 2 jours, avec également plusieurs

séances au sein d’un bain a ultrasons.

- CHA-pHS : De la poudre de CHA (C = 0,2 % en masse) fut dispersée au sein d’une
solution aqueuse de HCI diluée (pH = 5). Ce mélange fut agité continuellement pendant 1

journée, avec ¢galement plusieurs s€éances au sein d’un bain a ultrasons.

Le pH final apres les 3 traitements chimiques fut mesuré afin de vérifier qu’il n’avait pas
évolué. Le traitement thermique infligé a CHA-200 avait pour but de déshydrater le domaine
non-apatitique de surface, et de potentiellement favoriser sa « cristallisation ». Les traitements
chimiques a pH alcalin et a pH acide avaient pour but de dissoudre le domaine non-apatitique
de surface tout en conservant le domaine apatitique de coeur (avec : pka H,PO4/HPO, > =74 ;
pka HPO,* /PO, = 12,4, dans leau, a 25°C). Enfin, le traitement chimique a pH
physiologique avait pour but de profiter du phénoméne de maturation du domaine non-

apatitique, potentiellement accéléré a I’aide des séances successives dans le bain a ultrasons.

1V-2-4-b) Les différentes caractérisations : DRX, MET et RMN

Les diffractogrammes de rayons X sur poudre de CHA-200, CHA-pH14, CHA-
pH7,4 et CHA-pHS confirment qu’aucune phase cristalline supplémentaire n’est apparue

suite a ces différents traitements (cf. Figure 89).

Ensuite, des observations par MET de ces échantillons (préalablement dispersés
dans de 1’éthanol absolu) ont été réalisées, afin de déterminer les conséquences des différents
traitements sur les morphologies des particules (cf. Figure 90). Les plaquettes de CHA-200
semblent avoir conservé leur taille et leur morphologie, avec des bordures angulaires bien
marquées (cf. fleches bleues, Figure 90-a). Au contraire, les plaquettes de CHA-pH14,
CHA-pH7,4 et CHA-pHS ont été dégradées suite a leur traitement chimique respectif. En
effet, leurs tailles semblent avoir largement diminuées, et leurs bordures ont été rognées et

sont désormais arrondies (cf. fléches bleues, Figure 90-b, ¢ & d).
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Figure 89. Diffractogrammes de rayons X sur poudre obtenus avec le rayonnement CuKo,,
des échantillons CHA-200, CHA-pH14, CHA-pH7,4 et CHA-pHS.

Figure 90. Clichés de MET des échantillons : CHA-200 (a) ; CHA-pH14 (b) ; CHA-pH7,4
(c) ; et CHA-pHS (d).
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Enfin, des expériences HetCor H-"'P ont été réalisées sur ces différents

¢chantillons de CHA afin de sonder I’efficacité¢ du traitement quant a la « suppression » de

leur domaine non-apatitique de surface (cf. Figure 91 a comparer avec la Figure 52).
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Figure 91. Spectres 2D HetCor g3p (Vior = 14k Hz, tcp = 1 ms) des échantillons CHA
traités afin de « supprimer » leur domaine non-apatitique : thermiquement (CHA-200) ; et
chimiquement (CHA-pH14, CHApH7,4 et CHA-pHS5). Bo = 7,05 Tesla

Dorénavant, les espéces HPO,> du domaine non-apatitique (attendues sur la

gamme 8('H) ~7-18 ppm) ne sont plus détectées pour CHA-200, CHA-pH14 et CHA-pHS,

signe de Defficacité de ces traitements. Cependant, une tache de corrélation entre des

molécules d’eau résiduelles (a 6(1H) ~5,5 ppm) et certains phosphores de surface est toujours

observée, suggérant I’existence d’un léger domaine non-apatitique persistant. D’un autre coté,

une comparaison rapide avec le spectre HetCor 'H-"'P de CHA de la Figure 52, permet de se
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rendre compte que la proportion en especes HPO4~ ne semple avoir que 1égerement diminuée

pour CHA-7,4.

En définitive, le traitement thermique qui consiste a chauffer I’échantillon CHA
pendant 5 jours a 200°C semble étre le protocole le plus approprié pour notre étude. En
effet, cela a permis a la fois : (i) de conserver intacte la morphologie des plaquettes ; et (7i) de
dénaturer le domaine non-apatite de sorte qu’il ne soit quasiment plus détect¢ a 1’aide de

I’expérience HetCor 'H-"'P.

IV-2-5) Comportement de CHA-200 en milieu aqueux

1V-2-5-a) Etude par RMN

Tout d’abord, afin d’étudier ses propriétés d’hydrophilie, CHA-200 fut étudié une
fois mouillé & I’aide de 1’expérience RMN HetCor 'H-'P (i.e. + 10 pL d’eau osmosée
directement introduite sur la poudre dans le rotor). Les projections de la dimension 'H des
expériences HetCor 'H->'P réalisées sur CHA et CHA-200 mouillés sont réunis au sein de la
Figure 92. Par rapport au signal des OH™ (8('H) = 0 ppm), le signal provenant des molécules
d’eau fortement adsorbées en surface des particules (8('H) ~4,9 ppm) est nettement moins

intense pour CHA-200 que pour CHA (réduction d’environ 80 a 90 %).

H,O
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Figure 92. Les projections de la dimension 'H des expériences HetCor 'H-"'P de CHA et
CHA-200 humides (v,,, = 14k Hz, tcp = 1 ms). Bo = 7,05 Tesla
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La suppression du domaine non-apatitique de CHA-200 a donc logiquement
modifié ses propriétés d’hydrophilie. La poudre semble adsorber dorénavant une

quantité largement moindre de molécules d’eau a sa surface.

1V-2-5-b) Observations par cryo-MET

Des observations d’une suspension de CHA-200 dans I’eau furent réalisées par
cryo-MET (cf. Figure 93). Les plaquettes de CHA-200 ont moins tendance a s’agglomérer
une fois mouillées que celles de CHA, puisque moins de zones denses en plaquettes sont

observées (cf. ellipses rouges, Figure 93-a).

Figure 93. Clichés de cryo-MET d’une suspension de CHA-200 dans [’eau.

De plus, les plaquettes de CHA-200 semblent orientées aléatoirement les unes par rapport aux
autres, et ceci est vérifié aussi bien lorsqu’elles sont exposées selon leur grande face (cf.

Figure 93-b), que selon leur tranche (cf. Figure 93-c).

1V-2-5-¢) Analyses par WAXD

Pour compléter 1’étude, les diffractogrammes WAXD de CHA-200 sec et en
suspension dans 1’eau ont été acquis et comparés (cf. Figure 94). Cette fois-ci, I’intensité de

la raie 002 a 20 ~25,9° reste identique, peu importe que 1’échantillon soit sec ou mouillé. Cela
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confirme les observations faites par cryo-MET, a savoir qu’aucun empilement de plaquettes
co-alignées ne se forme lorsque CHA-200 est en suspension dans 1’eau. Ainsi, bien qu’il soit
probable qu’une morphologie plaquettaire puisse favoriser un empilement orienté [37], rien

de tel n’est observé pour CHA-200 en absence de domaine non-apatitique.

(002)
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Figure 94. Diffractogramme WAXD 1D de la poudre seche (trait vert) et mouillée (traits
pointillés bordeaux) de CHA-200.

De cette maniére, I’implication du domaine non-apatitique hydrophile sur
I’organisation des plaquettes d’apatites biomimétiques (cf. Figures 79, 80, 81 & 82) est
mise en évidence, dont le mécanisme d’auto-assemblage sera discuté ultérieurement (cf. IV-
4). Par ailleurs, cela confirme que l'augmentation relative de 1’intensité de la raie (002)
observée dans le cas de CHA et CHA-SBF, ne peut pas étre imputée a un effet d’orientation

des plaquettes suite a leur confinement au sein du capillaire.

IV-2-6) Comportement de CHA sous vide

Dans le but d’étudier spécifiquement I’implication des molécules d’eau sur
I’organisation des plaquettes, CHA a été observé a I’état sec sous vide. Pour ce faire, une
grille préalablement utilisée lors des observations faites par cryo-MET fut récupérée, séchée a
température ambiante, puis observée a nouveau par MET standard cette fois-ci (cf. Figure

95).
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De nombreux agglomérats de plaquettes sont une nouvelle fois observés, et sont
entourées par des ellipses rouges (cf. Figure 95-a). Il est néanmoins important de noter qu’ici,
au contraire de la cryo-MET, la formation de certains agglomérats a pu étre favorisée suite a
I’évaporation de 1’eau de la grille. Une observation faite a plus fort grandissement, confirme
que certains de ces agglomérats sont formés par des plaquettes coalignées (cf- Figure 95-b).
Ces observations suggerent qu’une organisation rémanente peut subsister méme apres le
retrait des molécules d’eau, mais un nombre moins conséquent de plaquettes semblent étre
impliquées. De plus, 1'espace présent entre deux plaquettes adjacentes et attribué a l'existence
d'une fine couche de molécules d’eau (cf. Figures 80 & 81), n’est dorénavant plus observe.
En effet, les plaquettes de CHA semblent ici directement en contact les unes avec les autres
(voir les fleches bleues de la Figure 95-b), mais seule une exposition de leurs larges faces
strictement paralleles au faisceau électronique permettrait de le confirmer. Une telle

observation renforce ainsi ’idée de I’implication de molécules d’eau a D’interface

minéral-minéral.

Figure 95. Clichés MET de CHA. La grille utilisée ici provient d 'une observation antérieure
réalisée par cryo-MET, ou CHA fut donc préalablement dispersé dans [’eau.

Des observations par MET standard ou 1’échantillon CHA fut préalablement
dispersé dans 1’éthanol absolu ont également été réalisées (cf. Figure 96). Il est a noter que les
conditions de préparation des échantillons pour leur observation en MET se différencient
largement de celles de cryo-MET, a savoir : (i) nécessité d’utiliser une concentration faible en
poudre lors de sa dispersion dans le solvant ; et (ii) présence de potentiels artefacts liés a

I’étape d’évaporation du solvant.



Figure 96. Clichés de MET de CHA, préalablement dispersé dans de I’éthanol absolu.
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Malgré cela, plusieurs informations peuvent étre extraites a partir de ces
observations. Tout d'abord, les plaquettes de CHA semblent ici avoir singuliérement moins
tendance a s’agglomérer les unes avec les autres. En effet, une observation réalisée a faible
grandissement révele la présence de nombreuses plaquettes individuelles (cf. Figure 96-a). Ce
cas de figure n’est strictement jamais observé par cryo-MET lorsqu’elles sont dispersées dans
I’eau. Cependant, quelques zones denses en plaquettes sont observées, mais les plaquettes y
sont généralement orientées aléatoirement les unes par rapport aux autres (cf. les Figures 96-
b & 96-c, ou clles sont exposées respectivement, selon leurs larges faces, et selon leurs
tranches). De plus, quelques zones ou sont présentes un nombre restreint de plaquettes

coalignées sont parfois observées (cf- fleches bleues, Figure 96-d).

Néanmoins, des observations par MET-tomographie de 1’agglomérat de plaquettes
de la Figure 96-d (avec une inclinaison de la grille de -62° a +55°), ne révelent pas
d’organisation importante, régulicre et a longue distance (cf. Figure 97). Seule une
organisation locale a plus petite échelle est observée. Ces observations suggerent que la
présence d’eau est essentielle afin que des agglomérats avec un nombre conséquent de

plaquettes coalignées puissent se former.
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100 nm

Figure 97. Clichés de MET-tomographie de [l’agglomérat de plaquettes provenant de la
Figure 17-d (échantillon CHA, préalablement dispersé dans de [’éthanol absolu).
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IV-2-7) Organisation 3D des cristaux d’apatite osseuse

1V-2-7-a) Comparaison avec [ 'organisation de CHA et CHA-SBF dans [’eau

Un clich¢ MET d’une coupe ultra fine (~80 nm) d’un échantillon d’os avec sa
matrice organique apparait au sein de la Figure 98-a, coupe réalisée perpendiculairement aux
larges faces (100) des plaquettes. Les plaquettes d’apatite osseuse y sont donc exposées selon
leur tranche, et le cliché révéle leur organisation 3D (i.e. coalignement selon 1’axe
cristallographique c) sur plusieurs centaines de nanomeétres (ici ~300 nm selon I’orientation
longitudinale). En parallele, des clichés réalisés par cryo-MET des suspensions des apatites
biomimétiques CHA-SBF et CHA dans 1’eau sont également présentés (cf. Figures 98-b &
98-c). Il s’aveére que, aussi bien pour 1’organisation 3D du minéral osseux in vivo, que pour
I’organisation 3D des apatites biomimétiques in vitro, une étroite couche moins contrastée
entre deux plaquettes adjacentes empilées latéralement est observée. Cette derni¢re a
également été observée suite a des observations réalisées par MET-HR sur de 1’os spongieux
[38] ainsi que de la dentine [39], laquelle fut attribuée a la présence de collagéne. De plus, il
est a noter que certains agglomérats de plaquettes coalignées de CHA-SBF dans I’eau (dont la
taille est similaire a celle des plaquettes d’apatite osseuse), présentent, tout comme le minéral
osseux, une organisation 3D a longue distance (c'est-a-dire jusqu’a ~370 nm selon
I’empilement longitudinal (double fléche rouge), et jusqu’a ~100 nm selon 1’empilement

latéral (double fleche bleue), cf. Figure 99).

Figure 98. (a) Cliché de MET d’une coupe fine (~80 nm) d’un échantillon d’os frais
« brut » ; (b) Cliché de cryo-MET d’une suspension de CHA-SBF dans [’eau ; (c) cliché de
cryo-MET d’une suspension de CHA dans [’eau.
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Il apparait donc, de maniére inattendue, que I’organisation 3D des plaquettes d’apatite
osseuse in vivo est similaire a celle observée in vitro pour des plaquettes d’apatite
biomimétique dispersée dans 1’eau. Alors que les plaquettes d’apatite osseuse sont
imbriquées dans un échafaudage de mati¢re organique (i.e. les fibrilles de collagéne), celles
des apatites biomimétiques se sont auto-assemblées dans une solution aqueuse dépourvue de
tout additif organique. Ces observations prouvent ainsi que I’eau, plus particuliérement
I’eau fortement adsorbée a la surface des particules via le domaine non-apatitique

hydrophile, est un acteur majeur de ’organisation 3D des plaquettes d’apatite osseuse.

Figure 99. Cliché de cryo-MET d’une suspension de CHA-SBF dans [’eau. Des agglomérats
formés par un grand nombre de plaquettes co-alignées sont observés, ou [’empilement
longitudinal (double fleche rouge) et ’empilement latéral (double fleche bleue) s opérent sur
de longues distances (i.e. respectivement jusqu’a 370 nm, et jusqu’a ~150 nm).

1V-2-7-b) Etude d’un échantillon de minéral osseux extrait chimiqguement

Dans le but de vérifier si un tel phénomeéne d’organisation 3D induite par des
molécules d’eau peut se transposer in vivo, un échantillon de minéral osseux extrait
chimiquement (os déprotéiné) fut également étudié. Dans 1’optique de préserver son domaine
non-apatitique hydrophile, la méthode d’extraction relativement douce élaborée par Steve

Weiner et Paul Price fut une nouvelle fois utilisée (cf. méthode n°2 de I’article [40]).
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- Etude des propriétés d’hydrophilie par RMN

La premicre étape a consisté a évaluer les conséquences de 1’extraction chimique
sur les propriétés d’hydrophilie du minéral. Pour ce faire, la comparaison entre le spectre 2D
HetCor 'H-'P de ’échantillon d’os déprotéiné sec, et celui du méme échantillon une fois
hydraté artificiellement (+ 10 pL d’eau osmosée ajoutée directement dans le rotor) est

présentée au sein de la Figure 100.
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Figure 100. Comparaison entre le spectre 2D HetCor 'H-'P d’un échantillon d’os
déprotéiné sec (v,oy = 14 kHz, tcp = 1 ms), et celui du méme échantillon hydraté
artificiellement suite a ’ajout de 10 uL d’eau osmosée directement dans le rotor (v,,, = 8 kHz,
tcp= 10 ms, Bo = 7,05 Tesla). A travers [’observation de la tache de corrélation (iv), la carte
2D de l’échantillon d’os déprotéiné humide révéle la présence d’une quantité importante de
molécules fortement adsorbées a sa surface.

Tout d’abord, la présence de la seconde tache de corrélation (ii) pour I’échantillon
sec, confirme que le domaine non-apatitique de surface fut en partie conservé lors de
I’extraction chimique du minéral. Ensuite, I’observation de I’intense tache de corrélation (iv) a
S(IH) ~4,9 ppm, révele la présence de nombreuses molécules d’eau fortement adsorbée en
surface de 1’échantillon humide. Ainsi, les propriétés d’hydrophilie du minéral osseux ne

semblent pas avoir été altérées lors de son extraction.
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- Observations par MET

Des observations par MET standard des plaquettes d’apatite osseuse extraites
révelent que, lorsqu’elles sont préalablement dispersées dans de I’éthanol absolu, elles
présentent une dispersion importante sur la grille (¢f. Figure 101-a). Une observation a un

plus fort grandissement confirme la morphologie plaquettaire des cristaux (cf. Figure 101-b).

Figure 101. Clichés de MET d’un échantillon d’os déprotéiné, préalablement dispersé dans
de l’éthanol absolu (a), et de [’eau (b).
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- Observations par cryo-MET

Le comportement des plaquettes d’apatite osseuse extraites en milieu aqueux a
finalement été observé par cryo-MET, avec une procédure de préparation identique a celle

décrite pour CHA et CHA-SBF.

Tout d’abord, un cliché¢ a faible grandissement laisse apparaitre quelques

agglomérats de plaquettes (cf. Figure 102).

Figure 102. Cliché de cryo-MET d’une suspension dans [’eau d’un échantillon d’os
déprotéiné.
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Ensuite, les clichés obtenus a plus fort grandissement révélent la présence de
quelques agglomérats de plaquettes co-alignées (d’une épaisseur de ~2,5-3,6 nm, cf. Figure
103), lesquels rappellent fortement ceux observés pour CHA et CHA-SBF (cf. Figures 80 &
81). Malgré le retrait des protéines, une zone moins contrastée entre deux plaquettes empilées
latéralement est toujours observée, et possede une épaisseur d’environ 1,3 £ 0,2 nm.
Néanmoins, la taille de agglomérats semble 1égérement plus petite, jusqu’a ~250 nm en ce qui

concerne 1I’empilement longitudinal, et jusqu’a ~80 nm pour I’empilement latéral.

Cependant, il est difficile d’exclure ici la présence de fragments non-dispersés
provenant du tissu osseux originel. Par ailleurs, la présence de matiére organique résiduelle
(estimée a ~10-15 % en masse par ATG), pourrait limiter le degré de liberté des plaquettes, et
ainsi contrecarrer leur aggrégation. Enfin, le domaine non-apatitique de certaines particules
pourrait avoir été partiellement dissous lors du retrait des protéines, bien que 1’expérience
HetCor 'H-""'P ait révélé qu’une grande proportion de ce dernier était conservée. Néanmoins,

une procédure permettant une €¢limination totale de la matiére organique, tout en conservant

intact le domaine non-apatitique, n’a jamais été proposée a ce jour.

Figure 103. Clichés de cryo-MET d’une suspension d’un échantillon d’os déprotéine dans
[’eau, qui révelent la présence d’agglomérats de plaquettes coalignées.

- Analyses par WAXD

Pour compléter I’étude, les diffractogrammes WAXD de [’échantillon d’os
déprotéiné sec et en suspension dans I’eau ont été acquis et comparés (cf. Figure 104).
L’intensité de la raie 002 a 20 ~25,9° n’est pas influencée par la présence d’eau. Ainsi, les

agglomérats organisés observés en cryo-MET semblent de taille trop petite, et surtout en
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nombre trop restreint, pour qu’une orientation globale des plaquettes soit observée en WAXD.
Une étude par rayonnement synchrotron pourrait étre pertinente a ce stade afin de sonder

d’éventuels plus petits agrégats.

(002)

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
20()

Figure 104. Diffractogramme WAXD 1D de la poudre seche (trait vert) et mouillée (traits
pointillés bordeaux) d’un échantillon d’os déprotéiné.
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IV-3 / Mécanisme de formation des agglomérats orientés de plaquettes

Nous avons également essayé d’appréhender le mécanisme par lequel les
plaquettes d’apatite (osseuse et biomimétique) s’agglomerent les unes avec les autres de fagon
orientées pour conduire a cet assemblage 3D. Dans cette optique, afin d’étre certain que le
domaine non-apatitique en surface des particules n’ait subi aucune altération, les apatites
biomimétiques furent utilisées. Cependant, alors que ces agglomérats orientés sont
naturellement observés suite aux processus de biominéralisation, des structures rayonnantes
rappelant la forme d’une fleur (des sphérolites) sont généralement observées suite a une

synthése en laboratoire (cf. Figure 105).

Figure 105. Agglomérat de plaquettes de CHA (sous la forme d’une sphérolite), observé en
MERB (a) et en MET (b).

Dans le but de déterminer si les plaquettes de CHA adoptaient leur orientation
commune lors de la formation des sphérolites, des observations par ultramicrotomie MET ont
¢été réalisées. Ces sphérolites étant relativement fragiles, aucune étape de centrifugation ni de
broyage ne leur a été infligée en fin de synthése, mais seulement un séchage modéré a 37°C
pendant plusieurs jours. Une fois déshydratées, elles ont été incluses dans un bloc de résine,
lequel fut découpé en sections tres fines (~70-80 nm) a I’aide d’un ultramicrotome. Enfin, ces
coupes microtomiques furent déposées sur des grilles de cuivre (recouvertes d’un film de

carbone) pour leur observation par MET.

Ainsi, un cliché d’ensemble d’une sphérolite d’environ 3,7 um de diameétre
apparait au sein de la Figure 106-a. Un clich¢é réalisé a plus fort grandissement du cceur de
cette sphérolite permet de se rendre compte qu’il semble moins dense en plaquettes (cf.

Figure 106-b). Les clichés des Figures 106-¢ & 106-d correspondent respectivement, au
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rectangle bleu et au rectangle orange de la Figure 106-a. Les zones plus contrastées
correspondent a des plaquettes exposées selon leur tranche, ou elles semblent adopter une
orientation radiale en direction de la surface de la sphérolite (cf. fleches rouges). Des zones
présentant 3 ou 4 plaquettes coalignées sont parfois observées, mais aucune n’implique un
nombre conséquent de plaquettes comme ce fut le cas lors des observations réalisée par cryo-
MET (cf. Figure 80). Ces résultats suggeérent que I’organisation des plaquettes de CHA n’est
pas une rémanence de leur processus de précipitation. Au contraire, cela tend a prouver
qu’elles possédent une véritable capacité intrinséque a s’organiser lorsqu’elles se trouvent en

milieu aqueux.

Figure 106. Clichés d’ultramicrotomie MET d’une sphérolite formée d’un agglomérat de
plaquettes de CHA, ou (b), (c¢), et (d) correspondent respectivement, au rectangle rouge, au
rectangle bleu et au rectangle orange de (a).

Afin de décrire la nature de Dl’interface minéral-minéral, certaines propriétés
physicochimiques de surface des différentes apatites de synthése (HA, CHA, CHA-SBF et
CHA-200) en solution ont ét¢ étudiées : (i) la charge globale des particules (au plan de
glissement), a I’aide de mesures du potentiel ; et (ii) les propriétés amphotériques via la
mesure de I’évolution du pH. En pratique, la poudre d’apatite fut d’abord dispersée dans de

I’eau osmosée (pH ~5,5), a une concentration de 0,02 % en masse. Le mélange ainsi formé fut
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inséré dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes. Ensuite, 1’évolution du potentiel ¢ en
surface des particules, ainsi que I’évolution du pH de la solution, ont été suivis au cours du
temps a 20, 40 et 120 minutes (a compter du moment ou les échantillons furent immergés

dans I’eau).

¢chantillon potentiel ¢ (mV)
HA -2,5+0,6
CHA 5,0+0,5
CHA-SBF -1,6 0,9
CHA-200 3,8+0,3

Tableau 8. Valeur du potentiel { en surface des particules de HA (pH ~ 6,5), et des particules
de CHA, CHA-SBF et CHA-200 (pH ~7 a 8).

La caractéristique la plus notable est le fait que la charge de surface mesurée soit
trés faible pour tous les échantillons (cf- Tableau 8), laquelle n’évolue que trés peu au cours
du temps. Ces observations indiquent que le potentiel au plan de glissement du solvant est
proche de celui des molécules d’eau libres, ce qui exclut tout mécanisme d’auto-assemblage
basé sur des interactions électrostatiques entres les particules d’apatite (pour tous les

¢chantillons).

La variation du pH en fonction du temps révele ’existence d’échanges ioniques
entre les particules d’apatite biomimétique et I’eau (cf. Figure 107), ou les ions HPO4* et
CO5” seraient principalement concernés [41], [42]. En effet, pour les 3 échantillons ou un
domaine non-apatitique de surface est présent (CHA, CHA-SBF, et CHA-200 dans une
moindre mesure), le pH passe instantanément d’une valeur de ~5,5 (le pH de I’eau osmosée) a
une valeur proche de 8, puis évolue progressivement aprés 120 min vers une valeur proche du
pH physiologique ~7,4 + 0,2. Un tel pouvoir tampon des particules d’apatite en solution est
souvent relaté dans la littérature, et ceci sur une large gamme de pH allant de ~4 a ~10 [43]-
[45]. Par ailleurs, cet important échange ionique entre la surface des particules d’apatite et la
solution, alli¢ au phénomene de maturation du domaine non-apatitique, rendent délicate la
mesure de la charge de surface des particules a 1’aide de leur titration chimique. D’un autre
coté, pour la suspension aqueuse de HA ou aucun domaine non-apatitique de surface n’est
présent, aucune évolution du pH n’est observée, lequel se stabilise vers une valeur de 6,5. Ces

résultats suggerent que le domaine non-apatitique de surface manifeste des propriétés
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amphotériques permettant de réguler le pH de la solution dans laquelle il se trouve vers une
valeur proche du pH physiologique (i.e. ~7,4). Par ailleurs, un tel pH est parfois rapporté

comme étant le point isoélectrique de certaines apatites de synthese [43], [45].

85
80 2

= 75 = ®HA

2 . B CHA
70 CHA-SBF
6.5 * . . O CHA-200
6.0 1 1 1 1 1 1 1

0O 20 40 60 80 100 120 140
temps (min)

Figure 107. Evolution du pH au cours du temps des suspensions aqueuses de HA, CHA,
CHA-SBF et CHA-200 (a une concentration de ~0,02 % en masse).

Ainsi, ’absence conjuguée de fortes forces électrostatiques entres les plaquettes
d’apatite et de tout adjuvant organique qui pourrait permettre une stabilisation stérique, exclut
deux des principaux mécanismes de stabilisation colloidale (i.e. électrostatique et stérique) qui
pourraient expliquer le degré d’organisation observé [37]. D’un autre coOté, notre étude a
confirmé I’existence d’une coquille d’hydratation rigide en surface des particules d’apatite en
milieux aqueux. De cette manicre, il est envisageable que ’attraction entre deux plaquettes
d’apatite adjacentes implique les molécules d’eau de leur coquille d’hydratation respective, a
travers : (i) des forces de van der Waals ; et (ii) un réseau coopératif de liaisons H. Un méme
mécanisme d’attraction par le biais de molécules d’eau a été proposé par le passé seulement

pour I’adhésion entre la matrice inorganique et la matrice organique [26].

Cependant, si un tel mécanisme se vérifie, il serait attendu que 1’empilement des
plaquettes se fasse de sorte qu’elles partagent ensemble la plus grande surface possible,
conduisant ainsi & un empilement principalement latéral (i.e. avec leur larges faces (100)
paralleles les unes aux autres). Un tel empilement latéral est généralement observé en cryo-
MET, ou les agglomérats de CHA, CHA-SBF et du minéral osseux extrait chimiquement
peuvent présenter jusqu’a ~20 plaquettes empilées latéralement (cf. Figures 81, 82 & 99).
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Ceci est néanmoins différent lors des analyses WAXD des suspensions de CHA et CHA-SBF
dans I’eau, ou un empilement principalement longitudinal est observé (cf. Figure 82).
L’origine de cette divergence n’est pas claire, mais rappelons qu’il s’agit de deux dispositifs

différents (I’un sur une grille et ’autre au sein d’un capillaire).

Par ailleurs, ceci peut étre mis en perspective avec le fait qu’il est difficile de
discerner la jonction entre deux plaquettes adjacentes selon I’empilement longitudinal (ou
aucune zone moins contrastée n’est observée). Une telle observation est trés inattendue du fait
de l’irrégularité importante de la morphologie des plaquettes, et un potentiel effet d’optique
dG a une exposition particuliere des agglomérats n’est pas a exclure. Néanmoins, si une telle
configuration s’avérerait authentique, cela voudrait dire que la jonction entre deux plaquettes
adjacentes se fait via un strict appariement de leur face cristallographique (001) respective,
rappelant un phénomeéne d’attachement orienté. L’existence d’un tel phénomene
d’attachement orienté n’a pour ’instant jamais été avérée lors de la biominéralisation d’une
quelconque espeéce animale. Néanmoins, il a été¢ décrit in vitro pour des superstructures
cristallines de CaCOj; qui sont assemblées par un attachement orienté 3D de nanoparticules de
vatérite. A la différence de notre systéme, celles-ci sont bien cristallisées en surface et

1’appariement cristallographique se fait via des ponts ioniques (NH,") [46].

Figure 108. Clichés de cryo-MET d’une suspension dans [’eau de : (a) CHA-SBF ; (b) CHA.
Ces derniers révelent la présence d’agglomérats de plaquettes ou |’empilement longitudinal
s ‘effectue de fagon légerement courbé (cf. lignes pointillés rouges).
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Des plus, il arrive également que I’empilement longitudinal des plaquettes ne se
fasse pas de fagon rectiligne, mais au contraire de facon légérement courbé (cf. lignes
pointillées rouges, Figure 108), rappelant cette fois-ci un phénomene d’attachement orienté
imparfait [47]. De telles observations pourrait indiquer qu’ici, le domaine non-apatitique ne se
développe pas sur la face (001) des cristaux d’apatite. Néanmoins, une étude a plus haute
résolution serait pertinente pour confirmer cette supposition. De nombreux efforts restent
ainsi a fournir dans le but d’obtenir une meilleure connaissance du mécanisme
d’agglomération orientée des plaquettes d’apatite. Dans cette optique, des observations par
cryo-tomographie MET, ainsi que 1’observation de leur formation in situ par MET-HR a

I’aide d’un porte objet liquide [48], semblent particulierement prometteuses.
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IV-4 / Conclusion

Les observations de cryo-MET et les analyses WAXD ont révélé une organisation
obtenue par auto-assemblage a longue distance des cristaux d’apatite biomimétique (avec
leurs larges faces (100) parall¢les, et un co-alignement de leurs axes cristallographiques c),
sous 3 conditions : (i) la présence d’eau; (ii) la présence d’'un domaine non-apatitique
hydrophile en surface des cristaux; et (iii) une morphologie des cristaux sous forme de

plaquette (de taille nanométrique).

Ces plaquettes d’apatite biomimétique forment ainsi des structures organisées en
3D, lesquelles sont similaires a celles observées pour les plaquettes d’apatite osseuse in vivo
(au contact des protéines non-collagéniques, et confinées au sein des fibrilles de collagene).
Des structures organisées de plus petites tailles ont également été observées lors de la
dispersion dans 1’eau de plaquettes d’apatite osseuse extraites chimiquement. En définitive,
ces résultats suggérent de maniére inattendue que, I’eau, une fois fortement adsorbée en
surface du minéral du fait de la présence du domaine non-apatitique, favorise
I’agglomération ainsi que I’organisation locale des plaquettes d’apatite osseuse in vivo.
C’est la toute premiére fois qu’un tel réle structurant est attribué aux molécules d’eau lors de
la biominéralisation osseuse, role auparavant attribué seulement aux biomolécules (collagene,
PNCs...). Un tel comportement est particulierement adapté localement lorsque les plaquettes
d’apatite ne sont pas directement en contact avec la surface des fibrilles de collagéne, comme
a I’intérieur des zones de gap, ou a I’intérieur des espaces extrafibrillaires de la MEC ou les
fibrilles ne sont pas co-alignées. Il est intéressant de remarquer qu’in vivo la trame organique
permet une organisation plus périodique de ces plaquettes. Cette derniére pourrait étre aussi

expliquée par une polydispersit¢ moins importante de la taille des plaquettes.

Les résultats de cette thése font ainsi écho a plusieurs études récentes remettant
directement en cause 1’obligation de biomolécules spécifiques pour favoriser I’organisation
3D des cristaux d’apatite. C’est notamment le cas d’une étude réalisée par Yan Wang et al.,
ou une organisation 3D des cristaux fut observée en absence de tout additif organique autre
que le collagéne, en utilisant a la place une solution réactionnelle avec des concentrations en
précurseurs ioniques largement supérieures a celles rencontrées in vivo [49]. D’autres études

ont montré qu’une organisation 3D des cristaux d’apatite était possible en milieu inerte, c'est-
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a-dire lorsque leur croissance s’effectuait a 1’intérieur de pores cylindriques de 25 a 300 nm

de diamétre (recouverts d’alumine) [50], [51].

Par ailleurs, il est connu que les propriétés mécaniques de 1’0s, notamment sa
résistance aux fractures, résultent en grande partie de la fagon avec laquelle les plaquettes
d’apatite sont co-alignées les unes avec les autres [52], [53]. Puisque nous avons montré que
ce co-alignement ainsi que 1’adhésion entre les plaquettes impliquent les molécules d’eau
interfaciales, alors la perte de ces derniéres altérerait théoriquement les propriétés mécaniques
de I’os. Une telle conclusion est a mettre en perspective avec les études montrant la
diminution des propriétés mécanique de 1’os suite a sa déshydratation [19]-[26], notamment
celles qui proposent que la perte de 1’eau associée au minéral en diminuerait la résistance a la
traction ainsi que la dureté [25]. Enfin, le fait qu'une couche minérale désordonnée se trouve
en surface de particules au sein d’autres biomatériaux calcifiés (telles les plaquettes
d’aragonite au sein de la nacre [54]), pourrait permettre de comprendre 1’amélioration
substantielle des propriétés mécaniques de divers matériaux composites naturels. Ceci est
particulierement significatif pour ceux qui contiennent une trés faible proportion en composés
organiques (i.e. ~3 % en masse seulement dans la nacre). Enfin, nos résultats suggérent que
d’autres composants pourraient jouer un role aux interfaces plus important que prévu comme
récemment montré pour les ions calcium en interaction avec le collagéne non fribrillé [55].
Les interfaces organo-minérales des tissus minéralisés restent des objets d’étude tres

complexe.
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La toile de fond des travaux de cette thése était 1’étude de la surface du minéral
osseux. L’originalit¢ de ces derniers par rapport a la majorité de ceux rencontrés dans la
littérature, réside dans I’utilisation d’un échantillon de tissu osseux frais et intact se trouvant
dans son état d’hydratation naturel. Cette rigueur expérimentale s’est avérée bénéfique,
puisqu’elle a permis d’identifier un grand nombre de molécules d’eau « rigides » fortement
adsorbées a la surface du minéral osseux in vivo. Plus précisément, nous avons montré qu’un
domaine minéral de surface trés peu épais (~0,8 nm) était a I'origine du fort caractére
hydrophile du minéral osseux. Pour ce faire, nous avons réalis¢ une expérience RMN
originale qui a permis de démontrer pour la toute premiere fois, pour un échantillon d’os
« intact », l'existence d'une continuité spatiale entre ce domaine de surface (appelé domaine
non apatitique), et le domaine apatitique cristallisé constituant le cceur des particules
minérales du tissu osseux. Nous avons également montré que la plupart de ces molécules
d’eau «rigides » étaient éliminées suite a une simple déshydratation de [’échantillon a
température ambiante, mais que cette déshydratation n’altérait pas drastiquement la structure
de ce domaine de surface. Des études réalisées dans des conditions humides artificielles sur
des apatites biomimétiques, c'est-a-dire des analogues de synthése des apatites biologiques,
ont prouvé que ce domaine de surface était intrinséquement hydrophile sans avoir besoin
d'introduire certaines molécules organiques hydrophiles. De plus, une comparaison effectuée
avec divers échantillons de phosphate de calcium dépourvus d’un tel domaine de surface (i.e.
apatite steechiométrique, brushite et monétite), a démontré le role essentiel joué par ce
domaine non-apatitique dans la capacité du minéral a fortement adsorber des molécules d’eau

a sa surface.

Nous avons également mis en lumiére pour la toute premicre fois que ce domaine
de surface possédait une structure chimique et un caractere hydrophile analogues a ceux d’un
phosphate de calcium amorphe (ACP). Nous avons montré que ce domaine est riche en ions
hydrogénophosphates HPO,4> au contraire du domaine apatitique. Enfin, I’analyse d’apatites
biomimétiques qui ont été spécifiquement enrichies en #Ca et °C a confirmé I'existence
d'ions Ca®" au sein du domaine de surface, et a surtout fortement suggéré la présence d'ions
carbonates CO3>, non seulement dans le domaine apatitique cristallisé mais également dans

ce domaine de surface non-apatitique.

L'ensemble de ces résultats issus principalement d’analyses par Résonance

Magnétique Nucléaire a 1’état solide, nous a permis de dresser un « portrait-robot » du



235

minéral osseux, lequel se présente sous la forme d’un ceoeur cristallisé de type apatitique et
d’un domaine de surface qui présente des caractéristiques trés distinctes du point de vue de sa
composition et de ses propriétés d'adsorption. Ce domaine amorphe de surface est trés
hydrophile et nous avons ét¢ amenés a nous poser la question d’un potentiel role structural
qu'il pouvait jouer in vivo. La possibilit¢ qu’offre la cryo-microscopie ¢€lectronique en
transmission (cryo-MET) d’observer des particules minérales en présence d’eau s’est révélée
cruciale. En effet, ces observations ont révélé qu’il était possible d’organiser a longue distance
des plaquettes d’apatites biomimétiques en présence d’eau. Des analyses par diffraction des
rayons-X, toujours en présence d’eau, ont de plus montré que cette organisation se faisait avec
un co-alignement des axes cristallographiques ¢ des cristaux impliqués. Ces cristaux sous
forme de plaquettes forment ainsi des structures organisées en 3D, lesquelles sont similaires a
celles observées pour les plaquettes d’apatite osseuse in vivo, et ce sans avoir recours a aucun
additif organique qui pourrait favoriser les interactions minéral-minéral entre plaquettes. Les
molécules d’eau favorisent donc 1’organisation locale des plaquettes d’apatite osseuse in vivo.
C’est la toute premiére fois qu’un tel role structurant est attribué aux molécules d’eau lors de
la biominéralisation osseuse, role auparavant attribué seulement a la composante organique du
tissu (collagéne, PNCs, polysaccharides...). Malgré tout, de nombreux efforts restent encore a

fournir pour comprendre ce mécanisme d’agrégation orientée des plaquettes d’apatite.

De nombreuses questions restent en suspens concernant ce domaine amorphe de
surface. Si nous avons identifié la nature des ions qui le composent, nous ne connaissons pas
encore leur proportion relative. Des méthodes d’analyses élémentaires sensibles a la surface
des matériaux telle la spectrométrie de photoélectrons induits par rayons X (XPS) pourraient
étre envisagées, mais il est tres difficile pour ce type de technique d’étre précis sur une si
faible épaisseur (moins de 1 nm). Il serait sans doute possible de poursuivre I’approche
chimique présentée au chapitre IV, ou un traitement des plaquettes par la soude pourrait
permettre de dissoudre sélectivement la couche de surface. Une analyse par microscopie
¢lectronique en transmission couplée a de I’analyse dispersive en énergie (TEM-EDX)
pourrait alors permettre d’obtenir des renseignements sur les rapports molaire des ions

présents dans le ceeur apatitique, et par déduction ceux dans le domaine non-apatitique.

De plus, si les phases de type ACP sont trés réactives en milieu aqueux, la
stabilit¢ de ce domaine amorphe de surface en présence d’eau reste encore une énigme. Les

¢tudes faites sur des analogues de synthése dans des conditions humides artificielles excluent
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toute stabilisation suite a I’adsorption de biomolécules en surface. Nous pensons que la
stabilit¢ du domaine non-apatitique du minéral osseux pourrait étre liée au domaine apatitique
sur lequel il «repose ». Une approche par modélisation moléculaire pourrait permettre
d’expliquer cette stabilité. Pour cela, la construction d’un domaine non-apatitique sous forme
de phosphate de calcium amorphe hydraté a 1’aide des méthodes de la chimie quantique est
nécessaire. Une telle approche a déja été initiée au sein de notre laboratoire. Les données
RMN spécifiques a ce domaine de surface (entre autres les déplacements chimiques 'H, *'P et
BC des ions HPO4* et COs>) que nous avons déterminés au cours de ce travail pourront
servir de « marqueurs » expérimentaux, et une fois comparées aux données théoriques
calculées, permettraient de valider un modé¢le structural de couche de phosphate de calcium
amorphe. Cette approche a déja été utilisée avec succes pour modéliser une surface de silice

amorphe hydratée.

Nous avons démontré que la RMN était susceptible d’apporter un éclairage décisif
sur certains processus de biominéralisation de 1’0s. Nous pensons que cette technique pourrait
étre pertinente pour étudier les premiéres étapes de formation du minéral osseux (nucléation et
croissance). L’¢étude du minéral osseux effectué au cours de cette thése concernait des
¢chantillons prélevés sur des brebis agées de 2 ans. Ainsi, I’étude du minéral en formation
n’est pas envisageable a partir de ce modele. Par contre, le poisson zeébre pourrait étre un bon
modele pour suivre les premicres étapes de biominéralisation, de par sa capacité a régénérer
certains organes dont sa nageoire caudale aprés amputation. Ainsi, certaines équipes ont déja
montré qu’il était possible de suivre la minéralisation des arrétes de la nageoire caudale par
microscopie €lectronique. Une étude complémentaire par RMN pourrait s’avérer décisive
dans 1’étude de la nucléation et de la croissance du minéral osseux chez les vertébrés, dans le
sens ou elle pourrait confirmer ou infirmer le passage par un précurseur amorphe lors des

premiéres €tapes de nucléation.
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Matériels et méthodes

I/ Protocoles de synthése
I-1) L’apatite steechiométrique HA

La synthese de 1’apatite steechiométrique HA a été réalisée a partir du protocole
proposé¢ par Shinji Takemoto et. al [1]. Toute I’eau utilisée fut préalablement portée a
¢bullition et refroidie sous barbotage a I’azote. En pratique, 100 mL d’une solution aqueuse
de (NH4);HPO4 (0,3 M) pour laquelle le pH fut fixé a une valeur de 10 (a 1’aide d’une
solution aqueuse de NH; 28-29 % en masse), est ajoutée a 100 mL d’une solution aqueuse de
Ca(NO3),.4H,0O (0,5 M). Cet ajout s’effectue a température ambiante sous une légére
agitation mécanique, a une vitesse constante de 3 mL / min a 1’aide d’un titreur automatique
(Titrando 808, Metrohm). Par ailleurs, cet ajout est réalisé¢ sous une atmosphére d’azote afin
d’éviter la solvatation de CO,() atmosphérique au sein de la solution réactionnelle. Une fois
I’ajout terminé, la solution réactionnelle est laissée sous agitation pendant une période de
24 heures. Ensuite, le précipité formé est récupéré par centrifugation a froid (20 min a
6000 tours/min), puis lavé a I’eau osmosée jusqu’a ce que le pH du surnageant soit proche de
celui de I’eau de lavage (habituellement, 4 lavages sont ainsi nécessaires). Enfin, le précipité

est séché a I’é¢tuve a 105°C pendant 48 heures.

I-2) L’apatite biomimétique CHA

La synthése de 1’apatite biomimétique CHA a été réalisée par une méthode de
diffusion de vapeurs d’ammoniac. Cette méthode, au préalable exploitée pour la précipitation

de la calcite (CaCOs) [2], a été adaptée a la précipitation d’apatite par Nadine Nassif ef al. [3].

En pratique, deux solutions aqueuses (de 20 mL chacune) contenant les
précurseurs de ’apatite carbonatée (i.e. CaCl,.2H,O 110 mM, NaH,PO4.H,O 33 mM, et
NaHCO; 33 mM) sont préparées. Leur pH est alors fixé a une valeur de 2,2 a 1’aide d’une
solution aqueuse de HCI (37 % en masse) ajoutée goutte a goutte. Ensuite, ces deux solutions
aqueuses contenant les précurseurs de 1’apatite carbonatée sont introduites dans deux flacons
séparés, d’une hauteur de 5 cm. Ces flacons sont alors placés dans une enceinte

hermétiquement fermée (i.e. un bécher de 1 L recouvert de parafilm), en présence d’un
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troisiéme flacon contenant 8 mL d’une solution aqueuse de NH; 28-29 % en masse (cf.
Figure 109-a). Avant la fermeture du bécher, ces 3 flacons sont recouverts d’une couche de
parafilm, laquelle est percée de 6 trous a 1’aide d’une aiguille afin de ralentir la diffusion

gazeuse de I’ammoniac.

@mﬁ, e ©)
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Flacon d’ammoniague Flacon réactionnel Flacon réactionnel

\

Figure 109. (a) Schéma de l'enceinte hermétique contenant les deux flacons réactionnels
ainsi que le flacon d'ammoniaque. (b) Schéma représentant les trois étapes distinctes de la
synthese par diffusion de vapeurs d'ammoniaque.

Cette synthése peut étre décomposée en trois étapes distinctes (cf. Figure 109-b) :

(1) les vapeurs de NH3(g) provenant de la désolvatation de la solution aqueuse d’ammoniaque
diffusent au sein de la chambre close, jusqu’a atteindre leur pression de vapeur saturante.

(2) les vapeurs de NHs(g) se solubilisent dans le milieu réactionnel y provoquant
I’augmentation progressive du pH.

(3) ’apatite précipite au bout de 2 heures environ.

Afin d’obtenir une diffusion gazeuse complete, le dispositif est ensuite laissé tel
quel durant 6 jours. Au bout de ces 6 jours de diffusion (pH final ~10), le précipité est
récupéré par centrifugation a froid (20 min a 6000 tours/min), puis lavé a ’eau osmosée
jusqu’a ce que le pH du surnageant soit proche de celui de I’eau de lavage (habituellement, 4
lavages sont nécessaires). Le solide obtenu est enfin séché dans une étuve a 37°C pour une

durée de 7 jours.
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I-3) L’apatite biomimétique CHA-SBF

L’apatite biomimétique CHA-SBF a été précipitée suite a la congélation, puis la
décongélation d’une solution de SBF 1,5 (pour « Simulated Body Fluid »). Une solution de
SBF est une solution synthétique qui mime la composition ionique du plasma sanguin (cf-
Tableau 9). Ici, une solution de SBF 1,5 a été utilisée, c’est-a-dire une solution avec des

concentrations en espéces ioniques 1,5 fois supérieures a celle du SBF standard.

Cette solution de SBF 1,5 a été préparée en suivant la procédure décrite par S.H.
Rhee et al. [4], en dissolvant a 37°C les sels suivant (dans cet ordre) : NaCl (11.99 g);
NaHCOs; (0.529 g) ; KCI1 (0.335 g) ; KoHPO4.3H,0 (0.342 g) ; MgCl,.6H,0 (0.457 g) ; CaCl,
(0.416 g) ; et NaySOy4 (0.107 g) ; dans 1 L d’eau osmosée ou le pH fut tamponné a 7,4 a 1’aide
de 1.2 g de tris-(hydroxyméthyl) aminométhane (et quelques gouttes de HCI, 37 % en masse).

Cette solution de SBF 1,5 est dés lors congelée a -20°C pendant 12 heures. La
solution est ensuite progressivement décongelée a température ambiante. Cette variation de la
température conduit a la précipitation d’une phase solide. Le solide est récupéré par
centrifugation a froid (20 min a 6000 tours/min), puis lavé a I’eau osmosée jusqu’a ce que le
pH du surnageant soit proche de celui de I’eau de lavage (habituellement, 4 lavages sont ainsi
nécessaires). Le solide ainsi obtenu est enfin séché dans une étuve a 37°C pour une durée de 7

jours.

Plasma sanguin SBF SBF 1.5
ion C (mmol/L) C (mmol/L) C (mmol/L)
Na' 142,0 142,0 213,0
K 5,0 5,0 7,5
Mg** 1,5 1,5 2,3
Ca* 2,5 2,5 3,8
Cr 103,0 147,8 221,7
HCO; 27,0 4.2 6,3
HPO42' 1,0 1,0 1,5
SO.* 0,5 0,5 0,8

Tableau 9. Concentrations des especes ioniques majoritaires au sein du plasma sanguin, ainsi
que celles au sein du SBF et du SBF' 1,5.
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I-4) L’apatite carbonatée CHA-aiguilles

La synthese de 1’apatite carbonatée CHA-aiguilles a été réalisée par la méthode
de « diffusion de vapeurs d’ammoniac » [3]. Le protocole est identique a celui de CHA, a
I’exception de la solution réactionnelle qui fut continuellement agitée lors des 6 jours de

diffusion de vapeurs.

I-5) L’apatite carbonaté CHA-"C

La synthése de I’apatite carbonatée CHA-"C a été réalisée par la méthode de
« diffusion de vapeurs d’ammoniac » [3]. Le protocole est identique a celui de CHA, a

I’exception du précurseur en ions carbonates utilisé (NaHCO3), qui est enrichi & 100 % en °C.

I-6) L’apatite carbonaté CHA-*Ca

La synthése de ’apatite carbonatée CHA-*Ca a été réalisée par la méthode de
«diffusion de vapeurs d’ammoniac » [3]. Cependant, CaCO; étant la seule source
commerciale de *Ca disponible, quelques ajustements ont dii étre réalisés. Ainsi, le
précurseur en calcium CaCOjs a été utilisé a la place de CaCl,.2H,0, NaH,PO4.H,O restant le

précurseur en orthophosphates.

En pratique, 66 mg de CaCO; (enrichit a 65% en **Ca), ont été dissout dans 20
mL d’une solution d’eau osmosée. Dans le but d’extraire 1’excédent d’ions C032', le pH de
cette solution est abaissé a 3 grace a 1’ajout de quelques gouttes d’une solution aqueuse de
HCI (37 % en masse). Ensuite, un flux d’argon est inséré dans la solution pendant 90 minutes,
¢vitant ainsi la précipitation de tout polymorphe de CaCOs;. Par la suite, 54,5 mg de
NaH,P04.H,0 sont également dissous au sein de la solution, pour atteindre un ratio atomique
Ca/P de 1,67. Le pH de la solution est alors ajusté a 2,2 a 1’aide d’une solution aqueuse de
HCI (37 % en masse) ajoutée goutte a goutte. La procédure qui suit est alors identique a celle

décrite dans le cas de CHA.
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I-7) Le phosphate de calcium amorphe

La synthése du phosphate de calcium amorphe (ACP) a été réalisée par la
méthode de J.C. Heughebaert [5]. En pratique, 46,3 g de Ca(NOs3),.4H,0 et 27,2 g de
(NH4),HPO4 sont dissous, dans respectivement, 0,55 L d’une solution aqueuse de NH; (1,1
M), et 1,3 L d’une solution aqueuse de NH; (0,5 M). La solution de calcium est alors
introduite rapidement dans la solution d’orthophosphates, formant un précipité qui est
immédiatement filtré a I’aide d’un entonnoir Biichner. Ce précipité est ensuite lavé a 1’aide
d’une solution aqueuse de NHj (~0,08 M), gelé¢ dans de ’azote liquide et puis lyophilisé

pendant 72 heures. Enfin, il est conservé au froid a -20°C.

I-8) La brushite

La synthése de la brushite a été réalisée par la méthode de « diffusion de vapeurs
d’ammoniac » [3]. Le protocole est identique a celui de CHA, a I’exception qu’un seul flacon

contenant la solution réactionnelle est inséré au sein de 1’enceinte close (au lieu de deux).
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11 / Extraction du minéral osseux

L’extraction du minéral osseux a été réalisée selon la méthode élaborée par Steve
Weiner et Paul Price (c¢f la méthode 2 de I’article [6]). Dans le but de dénaturer la matrice
organique (i.e. le collagéne et les PNCs) ainsi que les cellules, un fragment d’os frais (~150
mg) est tout d’abord déchiqueté a 1’aide d’un scalpel, broyé dans un mortier en agate, puis
inséré dans 10mL d’une solution aqueuse froide de NaClO (pH ~9,6). Ensuite, cette solution
de NaClO contenant 1’0s broyé est alors introduite pendant 1 heure dans un bain a ultrasons
(refroidi a I’aide de glace), puis centrifugée a froid (20 min a 6000 tours/min). Les fragments
d’os ainsi récupérés sont a nouveau broyés. Cette procédure est réalisée 3 fois de suite, et la
solution de NaClO est remplacée a chaque fois. Toutes les étapes de sonication se sont ainsi
¢talées sur une période de 4 heures. Ensuite, la poudre ainsi récupérée est lavée 3 fois a I’aide
de 10 mL d’eau osmosée, puis 2 fois a I’aide de 10 mL d’éthanol a 95%. Enfin, avant d’étre
séchée a 37°C pendant 3 jours, la poudre est dispersée dans 2 mL d’éthanol absolu, et le tout

est inséré dans un bain a ultrasons pendant 15 min.
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III / Retrait du bruit de fond des diffractogrammes WAXD 1D

Les diffractogrammes WAXD 1D obtenus présentent un important signal de fond
provenant de la diffusion du capillaire ainsi que de 1’eau dans le cas des échantillons mouillés.

Ce signal de fond a donc été retiré a I’aide du logiciel Fullprof (c¢f. Figure 110).

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

26 () 26 (°)

f T T T T T T T T T T L T

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
26 (°) 20 (°)

Figure 110. Diffractogrammes WAXD 1D avec (traits pleins) et sans (traits pointillés) retrait
du bruit de fond, des apatites biomimétiques a [’état sec (a gauche) et une fois mouillées (a
droite) : (a) CHA et (b) CHA-SBF.
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IV / Appareils utilisés

Le tableau 10 réunit le descriptif des appareils utilisés lors des expériences
rapportées dans cette thése, avec les acronymes suivants : RMN pour résonance magnétique
nucléaire ; MEB pour microscopie ¢lectronique a balayage; MET pour microscopie
¢lectronique en transmission ; MET-HR pour microscopie électronique en transmission a
haute résolution; cryo-MET pour microscopie ¢lectronique en transmission en mode
cryogénique ; DRX pour diffraction des rayons X; WAXD pour « Wide-angle X-ray

Diffraction » ; ATG pour analyse thermogravimétrique ; et I.R. pour infrarouge.

Technique Appareil

Les expériences concernant les noyaux IH, 31p et 13C, ont été réalisées sur un
spectrométre Bruker Avance 300 (vo('H) = 300.13 MHz ; vo(*'P) = 121.5 MHz ;
et vo('’C) = 75.5 MHz), avec une sonde Bruker de 4 mm de diamétre.

RMN L'expérience concernant le noyau *’Ca a été réalisée sur un spectrométre Bruker
Avance 700 (vo(‘H) = 700.0 MHz ; et vo(**Ca) = 47.1 MHz), avec une sonde
Bruker de 3,2 mm de diamétre.
Les clichés ont été obtenus a I'aide d'un microscope Hitachi S-3400N, a une
MEB . e
tension d’accélération de 9 kV.
MET Les clichés ont ét¢ obtenus a l'aide d'un microscope FEI TECMAI G2 Spirit
Twin équipé d’une caméra CCD, a une tension d'accélération de 120 kV.
MET-HR Les clichés ont ét¢ obtenus a 1'aide d'un microscope JEOL JEM-2010 équipé
d'un canon a électrons LaBg, a une tension d'accelération de 200 kV.
cryo-MET Les clichés ont été obtenus a 'aide d'un microscope Jeol 2010F équipé d'une

caméra Gatan ultrascan 4000, a une tension d'accélération de 200 kV.

Les acquisitions ont été effectuées sur un Diffractometre X D8 Bruker en mode
réflexion équipé d’un détecteur 1D Lynxeye, au rayonnement CuKal avec une
DRX |tension de 40 kV et un courant de 40mA. Les données ont été recueillies dans la
gamme de 10° a 60° en 26, avec un pas de 0,019 et un temps par pas de 2
secondes.

Les acquisitions ont été effectuées a I’aide d’un dispositif expérimental de
diffraction aux grand angles Rigaku S-Max 3000, équipé d’une source micro-
foyer d'une taille de 20 um, a anticathode de Cuivre, avec une tension de 45 kV
WAXD |etun courant de 0.9 mA.

Le signal diffracté est récolté en mode transmission, et la distance échantillon—
détecteur est de 58,6 mm avec un détecteur 2D (une image plate, 1515 cm?).
La taille du faisceau sur 1’échantillon est de 0.4 mm de diametre.

L'appareil utilisé est un thermo-microbalance NETZSCH STA 409PC. Les
ATG  |expériences ont été réalisées sous air, de la température ambiante jusqu'a
1000°C avec une ¢lévation de la température de 5°C par minute.
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L'appareil utilisé est un Perkin Elmer Spectrum One. Les mesures sont réalisées
en réflexion totale atténuée (ATR), a 'aide d'un cristal de ZnSe.

Les spectres ont été enregistrés entre 650 et 4000 cm™, ou 4 scans ont été
accumulés avec une résolution de 1 cm™.

LR

Tableau 10. Le descriptif des appareils utilisés lors des expériences rapportées dans cette
these.
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