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Introduction générale

La lithiase, du grec lithos signifiant pierre, est un mal ancestral. Les premiers cas avérés remontent a
I’Egypte antique, certaines momies présentent en effet des reliquats de calcifications pathologiques
[1]. Communément appelé calcul rénal, on peut relever a travers I'histoire de nombreux cas
célébres, et bien que désormais traitée efficacement médicalement, la lithiase a eu un impact
important voire méme surprenant sur plusieurs faits historiques. On peut citer par exemple le
philosophe Epicure, qui d’aprées Hermarque (Lettres d’'Hermarque), mourut de rétention urinaire
causée par des calculs rénaux. Napoléon Il quant a lui souffrait de lithiase vésicale, ce mal
compromit grandement sa capacité a gouverner notamment lors de la guerre contre I'empire
Prusse : il décede lors d’une tentative d’opération [2]. Un témoignage célebre sur cette maladie nous
vient de Montaigne, atteint de la gravelle (nom donné a I'’époque a la lithiase urinaire). Il dépeint ses
douleurs et symptomes dans ses nombreux essais : "L'opinidtreté de mes pierres, spécialement en la
verge, m'a parfois jeté en longues suppressions d'urine, de trois, de quatre jours : et si avant en la
mort, que c'elit été folie d'espérer I'éviter, voire désirer, vu les cruels efforts que cet état m'apporte."
[3].  mourut a 59 ans probablement de cette maladie, aprées une dizaine d’années de douleurs et de
tentatives de traitements. Ramseés I, Anne de Bretagne, Isaac Newton, Charles Darwin, Benjamin
Franklin,... tous ces personnages ont en commun d’avoir souffert de lithiase au cours de leur vie. De
nos jours, les progres médicaux et scientifiques ont permis une avancée remarquable dans les
traitements et diagnostics de la maladie. En France, 9,8 % de la population de plus de 45 ans a déja
vécu un épisode de lithiase urinaire. Il est intéressant de noter que la prévalence de la lithiase
urinaire dépend de la classe socio-économique du patient. Dans la population a haut niveau socio-
économique, ayant des régimes alimentaires variés, bien souvent complétés par de nombreuses
protéines animales et un cadre sanitaire sain, les calculs rénaux apparaissent assez tardivement
(entre 30 et 60 ans). Dans des populations a niveau de vie plus faible, la lithiase se développe dés
I’enfance, majoritairement chez ’homme a cause d’une hygiéne de vie plus aléatoire et une diversité
alimentaire pauvre (en céréales, végétaux..) [4]. Le traitement des lithiases urinaires est
difficilement chiffrable. Cependant, il peut étre estimé a environ 850 000 000 € si on se base sur les
prédictions faites en Allemagne [5]. Cela en fait un probléme majeur qui peut étre évité par des
actions de prévention et qui nécessite toujours plus de recherche exploratoire.

La lithogénése prend place dans les reins, organes dédiés a la filtration du sang, permettant de
rejeter les éléments non réabsorbés via 'urine. Le rein est un organe pair, d’environ 150 g et
mesurant 12 cm de longueur, 6 de largeur et 3 d’épaisseur environ (chez I'lhomme).
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Figure 0-1 : Schéma a) d’une coupe de rein et b) d’un néphron (modifié d'aprés [6]).

La Figure 0-1 propose un schéma du systéme rénal humain. Les reins filtrent le sang afin de le
débarrasser des déchets métaboliques. Les trois processus rénaux fondamentaux se déroulent dans
le néphron (encadré en jaune sur la Figure 0-1): la filtration glomérulaire, la réabsorption et la
sécrétion. Le plasma sanguin, arrivant des artérioles (1), est filtré au niveau du glomérule, cette
filtration s’effectue grace a deux criteres différents : la sélectivité de taille (grace aux pores) et la
sélectivité de charge (graces aux polyanions)(2). Ce filtrat (urine primitive) débarrassé des protéines
et lipides subit ensuite plusieurs phénomenes de réabsorptions et de sécrétions lors de son passage
é) (3). Cest
seulement dans le tubule collecteur que I'urine définitive est totalement formée (4). Cette derniére

dans les tubules du néphron (notamment au niveau du passage dans la anse de Hen

est ensuite déversée dans le grand bassinet puis dans la vessie (5). Les calculs rénaux peuvent se
former dans différents endroits des reins (bassinet, tube collecteur, uretere...). In vivo, la formation
de calculs rénaux s’effectue donc dans un environnement microscopique (tube
collecteur ~ 100 um)[7]. Mis en évidence sur la Figure 0-1, on remarque la formation d’un calcul
rénal d’'oxalate de calcium hydraté dans le bassinet sur une plaque de Randall (PR) formée
d’hydroxyapatite. Plusieurs pistes s’offrent a nous afin de mimer la formation de calculs rénaux :
(i) I'utilisation de montages microfluidiques permettant de se rapprocher le plus possible des
conditions de cristallisation et (ii) la synthese de calculs rénaux a partir d’'une plaque de Randall i.e.
d’hydroxyapatite. Nous reviendrons sur ce point a la fin de cette Introduction.

Un calcul rénal correspond donc a une concrétion résultant de I'agglomération de cristaux associés a
une matrice organique. La lithogénese, c’est-a-dire I'ensemble des processus qui conduisent a la
formation de calculs rénaux, peut étre séparée en sept étapes principales [8] :

- La sursaturation des urines : ce premier processus définit les conditions initiales nécessaires
pour permettre I'apparition des premiers cristaux. Dépendant du pH principalement, il
correspond a la concentration des espéces ioniques susceptibles de précipiter.

- La germination cristalline : la précipitation initiale évolue lors de cette étape donnant
naissance aux premieres nanoparticules.

- La croissance des cristaux : cette étape correspond au grossissement des nanoparticules
inorganiques d’une centaine de nanometre a des tailles variant de 1 a 100 pum.

- L’agrégation des cristaux : rapidement les cristaux vont s’attirer et s’agréger ensemble. C'est
lors de cette étape que les calculs peuvent étre retenus dans les micro-canaux des reins.



- L’agglomération cristalline : du fait de la présence de macromolécules urinaires (comme la
protéine de Tamm-Horsfall par exemple), d’autres cristaux vont venir s’agglomérer,
participant a la croissance du calcul.

- La rétention des particules cristallisées : c’est durant cette étape que les calculs vont étre
bloqués dans les reins via quatre processus possibles: (i) I'adhésion a la surface de
I’épithélium, (ii) la rétention du fait de la taille, (iii) 'accrochage direct par I'intermédiaire
d’une autre phase inorganique ou de macromolécules et (iv) le blocage dans un repli ou une
cavité.

- La croissance du calcul : il s’agit de la croissance du calcul directement dans le rein jusqu'a
élimination par voie naturelle ou via une opération chirurgicale ou un traitement.

En suivant cette logique de formation, on obtient un nanocomposite, mélange complexe de phase(s)
minérale(s) et de protéines ou autres molécules organiques (nous parlerons de matrice organique
dans la suite du manuscrit). En ce qui concerne la composition de la phase minérale des calculs
rénaux, elle est trés dépendante du régime alimentaire et donc tres différente d’un patient a I'autre.
Néanmoins, il est possible de dresser un tableau des composants majoritaires de ces calculs.

Tableau 0-1 : Fréquence des constituants majoritaires observés dans les calculs rénaux en France au cours des 10
derniéres années d'apres [4].

Constituant majoritaire Fréquence (%)
Oxalates de calcium 70,3

- whewellite 48,3

- weddellite 25,3
Phosphates de calcium 13,8

- carbapatite 11,4

- brushite 1,8

- phosphate octocalcique 0,3

- phosphate amorphe de calcium 0,2

- whitlockite 0,1
Struvite (PAM) 1,6

- présence de PAM 5,7
Purines 9,7

- acide urique anhydre 7,9

- acide urique dihydraté 1,5

- urate d’ammonium 0,2

- autres urates 0,1

- autres purines (dihydroxyadénine, < 0,05

xanthine)

- présence d’acide urigue 11,8
Cystine 1,0
Protéines 77
Médicaments 0,8
Divers 1,1

Le Tableau 0-1 met en évidence la prépondérance des oxalates de calcium hydratés (CaC,04:nH,0)
dans les calculs rénaux (70,3 %). Ces derniers se divisent en deux phases cristallographiques
distinctes : la whewellite (oxalate de calcium monohydrate, CaC,0,-H,0) que nous noterons COM
dans la suite et la weddellite (oxalate de calcium dihydrate, CaC,0,4:2H,0), notée COD dans la suite.
On notera qu’il est possible d’obtenir une autre phase hydratée d’oxalate de calcium : la caoxite
(oxalate de calcium trihydratée, CaC,0,:3H,0), notée COT dans la suite, dans les calculs rénaux.
Cette phase n’est que trés peu référencée car extrémement rare [9]. L'autre minéral d’importance
est la « carbapatite ». Cette phase correspond a de I’hydroxyapatite (Ca19(PO4)s(OH),) carbonatée et
représente 11,4 % des constituants des calculs rénaux. Bien qu’il soit fréquent de trouver des calculs
constitués exclusivement de whewellite ou de weddellite, il est extrémement rare d’en rencontrer
exclusivement formés de « carbapatite » (0,3 %). Par la suite nous parlerons d’hydroxyapatite



carbonatée. L’apatite se retrouve sous plusieurs formes dans le corps humain: en tant que
fluoroapatite dans les dents, qu’hydroxyapatite substituée (par différents anions, CO5>", SiO," ... ou
cations, Na®, K*...) dans les os : il s’agit de la phase minérale phosphatée la plus représentée [10].
C’est donc un matériau de premiére importance dans le corps humain, ce qui explique les
nombreuses études déja menées a son sujet. En ce qui concerne les calculs rénaux, la présence d’un
noyau d’hydroxyapatite correspond a ce qui est désormais communément appelé la plaque de
Randall, du nom de 'urologue qui I'a « découverte » en 1937 [11], au sein de certaines calcifications
pathologiques, nous la noterons PR dans la suite (voir Figure 0-2). Cette plaque n’est autre qu’un
nucleus d’hydroxyapatite (substitué par des carbonates) qui se forme dans le tissu rénal interstitiel
entourant les systémes tubulaires, notamment au niveau de la anse de Henlé (anse du néphron, voir
Figure 0-1) et qui peut s’étendre dans I'urothélium [12]. Sur cette petite plaque (<< 1 mg) apatitique
nucléent des calculs rénaux et principalement des calculs d’oxalates de calcium hydratés. La
formation de cette plaque est indépendante de la présence de calculs rénaux mais promeut leur
apparition par croissance hétérogene en tant que support de cristallisation.

Plague de Randall

Figure 0-2 : Image d’un calcul rénal d’oxalate de calcium hydraté nucléé a partir d’une plaque de Randall, d’aprés [8].

Afin d’étudier au mieux ces calcifications pathologiques, il convient donc en premier lieu de
caractériser les deux familles de phases inorganiques que sont les oxalates de calcium et
I’hydroxyapatite.

La matrice organique incorporée dans les calculs est plus complexe, trés dépendante du régime
alimentaire et du mode de vie: il est assez difficile de trouver des constantes entre différents
patients. |l est néanmoins intéressant de noter que de nombreuses protéines présentes dans les
urines (primitive et définitive) ont un réle sur la nucléation et la croissance des calculs rénaux. Par
exemple Qiu et coll. [13] ont montré que |'ostéopontine (protéine constituante de I'urine) pouvait
avoir un réle d’inhibiteur sur la cristallisation des calculs d’oxalate de calcium. Citons également la
protéine de Tamm-Horsfall : cette derniére semble avoir deux roles opposés: I'un en tant
gu’inhibiteur de la croissance des calculs d’oxalate et I'autre en tant que promoteur (une fois
polymérisée) de I'agglomération et la croissance de calculs rénaux d’oxalate de calcium [14], [15].
Afin de simplifier I'étude de cette partie et de comprendre I'effet de telle molécule, le citrate peut
étre pris comme modele. Etant un fort chélatant du calcium présent dans les urines [16], son effet
sur les oxalates de calcium est non négligeable. Pour compléter cette étude sur d’éventuels
chélatants du calcium, on peut envisager d’étudier I'effet des catéchines sur les calculs rénaux
d’oxalates de calcium. Cette famille de molécules, constituants majoritaires du thé vert, semble
également avoir un effet sur leur formation (Figure 0-3) [17].
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Figure 0-3 : Structures des composants principaux du thé vert : les catéchines, d'apres [17].

Les calcifications pathologiques montrent donc une hétérogénéité structurale a différentes échelles
(macro-,méso- et nanoscopiques)[18]. Des études en parallele de ces différentes échelles
permettent d’obtenir de nombreuses informations complémentaires.

Un calcul rénal récolté aprés expulsion par les voies naturelles ou extraction aprées un acte chirurgical

présente des morphologies spécifiques a I’échelle macroscopique.

Figure 0-4 : Conversion cristalline de COD a COM, d’apres [19].

Sur la Figure 0-4, on peut observer un calcul de COD (a gauche) et un calcul de COM (a droite). Il est
méme possible d’observer que le calcul de COM est issu d’une transformation de COD en COM.
Cette étude a I'échelle macroscopique permet, en plus de d’orienter le praticien hospitalier sur la
composition des calculs, de connaitre leurs conditions de formation et leurs environnements [19].
Suivant les conditions de cristallisation, I'aspect et la composition des cristaux sont différents : cela
se vérifie par exemple par des syntheses in vitro. D’un point de vue mésoscopique, I'utilisation d’un
microscope électronique a balayage (MEB) permet de caractériser la morphologie des cristallites
formés et leur état d’agrégation (mésocristaux). Par exemple, en hypercalciurie (c’est-a-dire en excés

11



d’ions calcium dans les urines), la morphologie obtenue est typique de la phase dihydratée d’oxalate
de calcium (COD), alors qu’en hyperoxalurie (exces d’ions oxalates dans les urines) les cristaux
obtenus sont principalement des oxalates de calcium monohydratés (COM) [20]. Afin d’avoir une
approche plus compléte de ces échantillons, il est nécessaire d’aborder I’échelle nanoscopique. Pour
se faire, I'étude par diffraction des rayons X (et des neutrons) permet une analyse structurale
permettant de déterminer précisément la composition chimique. La quantification et la taille des
nanocristallites composant les calculs rénaux sont alors accessibles [21], [22]. Les techniques de
diffraction offrent également la possibilité d’étudier les substitutions dans les phases minérales ce
qui, dans notre cas, peut étre tres intéressant en ce qui concerne la plaque de Randall (rappelons ici
gu’il s’agit d’une hydroxyapatite carbonatée) [23]. De nombreuses autres techniques moins usuelles
peuvent étre mises en ceuvre pour caractériser les calculs rénaux. Par exemple, le XANES (X-ray
Absorption Near Edge Structure) peut étre utilisé pour évaluer I'environnement local des atomes de
calcium [24]. On peut également citer les travaux effectués a I'aide de la XRF (X-ray Fluorescence)
(technique spectroscopique permettant de sonder la structure électronique des atomes afin de
déterminer la composition élémentaire des calcifications pathologiques) [25]. Bien que toutes ces
techniques sophistiquées apportent de nombreuses informations (environnements locaux,
composition chimique, quantification, architecture des nanocomposites organiques-inorganiques,
etc.), le médecin doit avoir a sa disposition des méthodes d’analyse informatives et simples a mettre
en ceuvre en milieu hospitalier.

C’est pourquoi les praticiens hospitaliers ont choisi une méthode rapide pour analyser les calculs
rénauy, il s’agit de la spectroscopie infrarouge (IR) [26]. Cette technique vibrationnelle est rapide et
permet facilement de caractériser les différentes liaisons chimiques, conduisant en pratique a la
détermination des phases majoritaires composant un calcul donné. En revanche, elle ne permet pas
de distinguer aisément les différentes phases d’un mélange et de donner des informations
non-ambiglies sur la matrice organique (protéines, triglycérides, etc.). Les protéines vont, par
exemple, contribuer a des bandes de vibrations entre 1600 et 1000 cm™, une gamme de longueur
d’onde qui se recouvre avec les signatures de I'élongation antisymétrique caractéristique des anions
phosphates (v,(ro,*) de I’hydroxyapatite (1090-1015 cm™). Si I'on considére un calcul rénal contenant

des protéines, des triglycérides, une phase majoritaire d’oxalate de calcium hydraté (COM, par
exemple), une phase minoritaire (COD, par exemple), une plaque de Randall..., il devient de plus en
plus difficile d’analyser celui-ci par cette unique méthode d’analyse. Afin de gagner en résolution
spatiale, certains calculs ont pu étre analysés a I'aide du rayonnement synchrotron [23]. Les résultats
obtenus sont extrémement intéressants: temps d’acquisition réduits, sensibilité accrue,
cartographies plus résolues... Néanmoins il n’est pas envisageable d’analyser chaque calcul rénal par
cette approche qui s’avere étre techniquement lourde. Il est donc nécessaire de s’orienter vers une
technique d’analyse tout a la fois accessible et la plus résolutive possible.

La technique choisie ici pour analyser les nanocomposites naturels présentés ci-dessus au cours de
cette these est la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) en phase solide. En plus d’apporter des
informations sur la composition des échantillons, il est possible d’estimer I'ordre/désordre dans les
échantillons. Curieusement, il existe relativement peu d’articles consacrés a I'étude des calculs
rénaux d’oxalates de calcium. On peut néanmoins citer les travaux de Bak et coll. [27], ainsi que de
Reid et coll. qui par I'utilisation d’une séquence d’impulsions spécifique (REDOR, Rotational-Echo,
Double Resonance) ont pu obtenir des informations précieuses sur l'interface entre protéines et
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cristaux d’apatite d’un calcul [28]. Cette technique a également été utilisée, par Duer et coll. pour
analyser des dents [29], la structure atomique et moléculaire des os [30] et d’autres calcifications
pathologiques [31], [32]. Au cours de cette thése, nous avons mis en place une méthodologie
d’analyse par RMN MAS « standard » et DNP MAS (Dynamic Nuclear Polarization). Par RMN
« standard », nous entendons des expériences effectuées a haut (ultra haut) champs magnétiques
(de 700 a 850 MHz), en rotation MAS élevée (jusqu’a 40 kHz) ou ultra fast MAS (de 65 a 85 kHz). Une
approche multinucléaire (*H, °C, *'P, **Ca) et multidimensionnelle a été systématiquement mise en
place. Une telle approche fait appel a 'ensemble des interactions RMN (déplacement chimique,
couplages dipolaires homo- et hétéronucléaire, couplage J a travers les liaisons) qui sont autant
d’espions structuraux. Nous montrerons en particulier que le contenu global des calculs rénaux en
phases minérales (oxalates de calcium, hydroxyapatite, autres phosphates peu décrits dans la
littérature...) et phase organique (matrice organique incluant des protéines, des acides gras, des
triglycérides...) peut étre appréhendé par I'utilisation des méthodes d’édition spectrale.

Sachant que la diversité des calcifications pathologiques est immense (étant patient-dépendantes),
nous avons consacré une large part de notre travail de these a la synthese des phases minérales
(oxalates de calcium hydratés et hydroxyapatite), en mettant plusieurs protocoles en place. Certains
de ces protocoles nous permettront de nous rapprocher en un sens des conditions de cristallisation
in vivo (synthése en gel, utilisation de canaux microfluidiques). A partir de ces phases synthétiques,
nous démontrerons que I'ordre/désordre local est bien mis en évidence par RMN en phase solide
alors que la DRX sur poudre et la spectroscopie FTIR ne conduisent qu’a des informations partielles.
Nous montrerons également, qu’a I'heure actuelle, la RMN Ca MAS en abondance naturelle
devient un outil analytique pertinent.

La plaque de Randall, évoquée précédemment, nous a conduit a reconsidérer le probléme majeur de
la RMN a savoir la sensibilité ! Une PR unique est caractérisée par une masse << 1 mg, ce qui
compromet bien évidemment la réussite des expériences de RMN. Nous démontrerons que
I'approche DNP MAS permet de véritables avancées dans la caractérisation de tels (petits) objets
biologiques. En particulier, nous montrerons que la DNP peut « révolutionner » I'enregistrement de
spectre 1D et 2D **Ca MAS en abondance naturelle (0,14 %). Les expériences DNP ont été, une fois
encore, optimisées a I'aide de composés synthétiques : nanoparticules d’hydroxyapatite substituées
en ions carbonates et sodium, différentes phases d’oxalates de calcium présentant divers taux
d’hydratation (COM, COD et COT). Dans un second temps, la méthodologie RMN DNP MAS ainsi
établie sera étendue a I'étude de plusieurs calcifications pathologiques (calculs rénaux d’origines
multiples et plaque de Randall).

Le Chapitre 1 présente I'ensemble des composés synthétiques étudiés au cours de la these,
qui nous serviront a fonder I"approche RMN/DNP sur des bases solides : processus synthétiques,
caractérisations par FTIR, DRX sur poudre, analyses thermiques et microscopie électronique en
transmission (MET) et a balayage (MEB).

Le Chapitre 2 est une présentation succincte des concepts RMN et DNP qui ont été
nécessaires a la mise en place des expériences.

Le Chapitre 3 est central dans notre travail. Les phosphates et oxalates de calcium
synthétiques sont étudiés systématiquement par RMN « standard » a température ambiante et par
DNP MAS a T~ 100 K. Nous porterons une attention particuliére au protocole DNP mis en place,
sachant que la préparation de I'échantillon constitue un parameétre clef (et parfois limitant) de

13



I’expérience. Un article en préparation, décrivant les premiéres expériences de ‘H — **Ca DNP
HETCOR CP MAS, est présenté a la fin du Chapitre 3.

Le Chapitre 4 est irrigué par les résultats obtenus dans le Chapitre 3. Le but est ici de se
confronter a des objets biologiques présentant de fait une variabilité intrinseque de composition et
d’architecture. Ce Chapitre correspond évidemment aux expériences les plus risquées, tant au
niveau de leur mise en place que de leur interprétation.

Le Chapitre 5 présente de nouvelles approches synthétiques mélant intimement phases
minérales et composantes organiques. Nous présenterons également des résultats originaux
mettant en ceuvre des montages microfluidiques mimant les tubules d’un néphron (voir Figure 0-1).
Ces expériences ont donné lieu a un autre article d’ores et déja publié (Calcium oxalate precipitation

by diffusion _using laminar _microfluidics: toward a biomimetic _model of pathological

microcalcifications, Lab on a Chip, vol.16, 7, 2016) et pourront étre généralisées dans un futur

proche.

Mots-clefs : hydroxyapatite substituées — oxalates de calcium hydratés — calculs rénaux — plaque de
Randall — hybrides organiques-inorganiques — RMN en phase solide — DNP CP MAS *H, °C, **Na, *Ca
(1D et 2D).
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Chapitre 1: Synthéses et caractérisations des matériaux d’intérét :
oxalates et phosphates de calcium

Dans ce chapitre, nous allons aborder la synthése des différents composés étudiés au cours de notre
travail de these ainsi que leur caractérisation par des techniques classiques (FTIR, DRX sur poudre...).

- La premiere partie sera consacrée a I'étude des oxalates de calcium, matériaux au cceur de
ce travail. Leurs synthéses ont été optimisées en ajustant différents parametres lors d’une
précipitation par goutte a goutte. Nous avons également essayé de modifier leurs
morphologies par des synthéses dans différents gels. Les poudres microcristallines et
cristaux obtenus ont été analysés par spectroscopie infrarouge (FTIR), diffusion Raman,
diffraction des rayons X (DRX) et microscopie électronique a balayage (MEB).

- La seconde partie, plus courte, sera centrée sur I'hydroxyapatite. Les syntheéses par
précipitation (goutte a goutte) ainsi qu’en autoclave ont également été perfectionnées de
facon a obtenir des tailles de cristaux définies. De la méme maniére que pour les oxalates de
calcium, ces composés ont été caractérisés par spectroscopie infrarouge et diffraction des
rayons X.

1. Les oxalates de calcium, CaC,0,:nH,0

Les oxalates de calcium, de formule CaC,0,:nH,0 avec n =0, 1, 2, 3, sont largement décrits comme
étant les principales composantes inorganiques des calcifications pathologiques. Dans le corps
humain, ces phases cristallines sont issues de la précipitation des ions oxalates avec des cations Ca**
du fait notamment de la sursaturation de ces espéces ioniques ou d’un changement « brutal » de
pH. Celle-ci se déroule presque exclusivement au niveau des reins, majoritairement dans les tubules
collecteurs et le bassinet et donne naissance a ce que nous appelons couramment les calculs rénaux

[1].
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Figure 1-1 : Chemins de transport des oxalates chez les mammiféres [2].

URINE

La Figure 1-1 montre la provenance et le transport des oxalates dans le corps d’un mammifére. Dans
des conditions physiologiques, les oxalates sont partiellement absorbés a partir des aliments tels que

21



le cacao, le thé, les épinards, les baies, etc. (oxalates exogenes) dans le systeme gastro-intestinal
(GIT), et en grande partie produits via le métabolisme hépatique (oxalates endogénes). Les oxalates
exogenes représentent une faible partie (de 10 a 15 %) de la quantité totale présente dans le corps,
la majorité d’entre eux étant éliminée par les bactéries intestinales en tant que source d’énergie ou
dans les feces. Les oxalates produits directement dans le corps sont, quant a eux, partiellement
éliminés par le foie mais restent prédominants (90 a 95 %) par rapport aux oxalates exogenes. Les
reins restent les organes privilégiés permettant d’éliminer les oxalates de I'organisme ; environ 90 %
sont filtrés dans ces derniers alors que le reste est traité par I'intestin.

Le calcium est quant a lui un élément extrémement présent dans le corps humain : le tissu osseux en
contient prés de 99%, tandis que 1% restant se situe dans les espaces intra- et extracellulaires.
Environ 50% du calcium sérique est sous forme ionisé libre, tandis que 10 % sont liés a des
bicarbonates, des citrates, des lactates et des phosphates. Les 40 % restants sont liés a des protéines
plasmatiques (comme I'albumine). Contrairement aux oxalates, les aliments représentent la seule
source de calcium pour I'organisme [2].

Chez I'homme, la quantité quotidienne de calcium filtrée par les glomérules rénaux est d'environ
10 grammes, tandis que la quantité excrétée via I'urine en 24 heures varie entre 100 et 300 mg. Cela
signifie que 98-99 % du calcium filtré par le rein est réabsorbé dans I'organisme [2].

Le lien entre I'augmentation de I'excrétion urinaire du calcium et la néphrolithiase a été décrit pour
la premiere fois dans les années trente. En effet, environ 50 % des patients affectés par des lithiases
urinaires souffrent également d’hypercalciurie (4 mg/kg), par rapport a 2-5 % de la population en
bonne santé.

La cristallurie (c’est-a-dire la présence de cristaux dans les urines) est caractérisée par un
phénoméne de sursaturation dans les reins. Cette derniére est donc défini par la quantité d’oxalate
de calcium dissous dans I'urine primitive (avant réabsorption par les reins) et/ou I'urine [3].

a) Les différentes phases d’oxalates de calcium hydratés

Comme expliqué ci-dessus, les oxalates de calcium représentent la phase minérale majoritaire des
calculs rénaux: ils peuvent exister sous plusieurs formes cristallines. Les deux phases
prépondérantes rencontrées dans la lithiase urinaire sont la phase monohydratée CaC,0,-H,0
(appelée COM par la suite) et la phase dihydratée CaC,0,:2H,0 (COD). Une troisieme phase
cristalline peut étre rencontrée, CaC,0,4-:3H,0, appelée COT, mais elle est largement minoritaire au
sein des calculs. Il existe d’autres phases d’oxalate de calcium, notamment la forme amorphe (notée
ACO) qui suscite beaucoup d’intérét dans le domaine biomédical de par sa probable apparition avant
la cristallisation de COM/COD [4]. La forme anhydre, CaC,0, (notée COAnh) est, quant a elle,
beaucoup moins étudiée.

i Oxalate de calcium monohydraté (COM) : whewellite

Son nom étant relié a William Whewell, un scientifique britannique, la whewellite est I'oxalate le
plus présent dans les calcifications pathologiques (environ 2/3 des oxalates de calcium [5]) : il est de
ce fait le plus étudié actuellement. De formule chimique CaC,0,4-H,0, il cristallise dans le systéme
cristallin monoclinique et a pour groupe d’espace le P2,/c (Figure 1-2). Issue de calculs rénaux, de
plantes ou de sédiments, la whewellite a suscité un intérét scientifique dés sa découverte : ce n’est
gu’un peu plus tard que les travaux réalisés ont été utilisés a des fins de diagnostic médical. En 1965
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Arnott et coll. [6] proposent une structure fondée sur la diffraction des rayon X. Malgré un
échantillon présentant des impuretés, les auteurs ont pu identifier la phase COM a partir d’un extrait
de plante. lls ont ensuite pu comparer leurs résultats avec ceux antérieurs de Pecora et coll. [7]
effectués sur une concrétion septarienne de calcaire. Plus récemment, plusieurs travaux intéressants
ont permis d’affiner la structure de COM : on peut citer les articles de Tazzoli et coll. [8], Hochrein et
coll. [9] et Deganello et coll. [10], [11]. Ces derniers ont établi des structures de COM a différentes
températures et montrent qu’il peut y avoir un changement réversible de groupe d’espace de P2,/c
al2/mvers 328 K.
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Figure 1-2 : Représentation de la structure cristalline de la whewellite (COM), CaC,0,-H,0 d’apres [12].

La synthese de ce composé est aisée car il est le plus stable thermodynamiquement (voir
paragraphe 1. b)).

Tableau 1-1 : Paramétres de maille et coordonnées atomiques de la whewellite, CaC,0,°H,0 (COM) d’apres [12]

Parameétres de maille B (°) a(A) b (A) c(A)
Expérimentaux 109,978 6,250 14,471 10,114
Atome Occ. X y z

C(1) 1 0,97700 0,32008 0,24390
Cc(2) 1 0,99830 0,42690 0,25050
C(3) 1 0,51470 0,12697 0,18040
C(4) 1 0,44260 0,11592 0,31320
Ca(1) 1 0,96197 0,12372 0,05344
Ca(2) 1 0,99212 0,12283 0,43515
0(1) 1 0,96650 0,28174 0,13030
0(2) 1 0,98980 0,46552 0,13750
0(3) 1 0,97070 0,28100 0,35370
0(4) 1 0,98980 0,46559 0,36000
0(5) 1 0,35730 0,14503 0,06840
0o(6) 1 0,73780 0,12132 0,20510
0(7) 1 0,27930 0,12102 0,30310
0(8) 1 0,60250 0,10490 0,42690
Ow(1) 1 0,38730 0,34435 0,10090
Ow(2) 1 0,58500 0,39260 0,38900
H(11) 1 0,47900 0,36700 0,04900
H(12) 1 0,38800 0,27920 0,09100



H(21) 1 0,47300 0,37800 0,43100
H(22) 1 0,51300 0,37800 0,29100

Cette structure possede quatre atomes ou carbones inéquivalents par maille ainsi que deux atomes
de calcium et quatre atomes d’hydrogene. Ces données seront reprises lors de |'étude par RMN
proposée dans la suite de cette thése (Tableau 1-1).

ii. Oxalate de calcium dihydraté (COD) : weddellite

Le COD, CaC,042H,0, peut facilement étre rencontré dans des calculs rénaux mais également sous
forme de sédiments au fond de la mer de Weddell en Antarctique (d’ol son nom de weddellite). Il a
la particularité de présenter une structure zéolithique (Figure 1-3) : le nombre de molécules d’eau
dans cette structure est donc variable comme nous le verrons par la suite. Il convient donc d’écrire
sa formule ainsi : CaC,0,4:(2+x)H,0 avec x < 1. En réalité, le nombre de molécules d’eau au sein de
cette structure est encore sujet a discussion. Sterling propose dés 1964 une structure pour cette
phase [13] en soulevant clairement le probléme de la définition du nombre de molécules d’eau. Il a
défini le systéme cristallin de la weddellite comme étant tétragonal avec le groupe d’espace 14/m.

Figure 1-3 : Représentation de la structure cristalline de la weddellite CaC,0,-2H,0 (COD) mettant en évidence les
canaux zéolithiques d’apres [8].

La représentation de la structure cristalline de COD (Figure 1-3) correspond aux parametres du
Tableau 1-2. Les canaux zéolithiques contenant les molécules d’eau sont clairement visibles. Il s’agit
d’une phase métastable qui se transforme sous forme de COM s’il n’est pas conservé sous certaines
conditions : Conti et coll. ont d’ailleurs suivi cette transformation par diffraction des rayons X et IR
[14] (voir ci-dessous). Les canaux zéolithiques sont mis en évidence dans la structure de la weddellite
(Figure 1-3).
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Tableau 1-2 : Paramétres de maille et coordonnées atomiques de la weddellite CaC,0,:2H,0 (COD) d’apres [8].

Paramétres de maille a(d) b(Ad) c(A)

Expérimentaux 12,371 12,371 7,357

Atome . X y z

C 1 0,4464 0,2415 0,1053
Ca 1 0,1993 0,3011 0,0000
0o(1) 1 0,3564 0,2458 0,1829
0(2) 1 0,2355 0,4634 0,1799
Ow(1) 1 0,1490 0,1145 0,0000
Ow(2) 1 0,0192 0,3841 0,0000
Ow(3) 0,58 0,0000 0,0000 0,6830
Ow(30) 0,17 0,0000 0,0000 0,2400
H(1) 1 0,1660 0,0710 0,1050
H(2) 1 0,3500 0,0180 0,1150

Les molécules d’eau zéolithiques sont représentées par W(3) et W(30) sur la Figure 1-3. Ces positions
tres proches ne représentent qu’une molécule d’eau avec une occupation incompléete dans le canal
zéolithique [8], [13]. Ce que I'on peut retenir de cette structure est la présence d’un seul site de
carbone, ainsi qu’un seul site de calcium. Il existe un désordre en ce qui concerne les molécules
d’eau a l'intérieur des canaux zéolithiques.

iil. Oxalate de calcium trihydraté (COT) : caoxite

C'est la phase la moins présente dans les calculs rénaux, de formule chimique CaC,0,:3H,0. Elle
présente une structure triclinique et P1 comme groupe d’espace. Reconnue seulement en 1996
comme minéral, son nom est un acronyme pour CAlcium OXalate et Centennial Anniversary of
X-rays et a été proposé lors de cet événement pour le centenaire de la diffraction des rayons X [15],
[16].
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Figure 1-4 : Représentation de la structure cristalline de la caoxite (COT) [17].

Deganello et coll. [17] et Echigo et coll. [12] ont été les premiers a proposer une structure pour le
COT. Cette phase a été proposée a I'origine comme un intermédiaire dans la formation du COM et
du COD au sein les calcifications pathologiques [18], [19]. Cette hypothese a depuis lors été
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abandonnée au profit de celle de la phase amorphe d’oxalate de calcium comme précurseur des
deux hydrates (COM et COD). Bien que moins intéressante pour le diagnostic médical, elle reste
néanmoins souvent présente dans les synthéses in vitro sous forme de produits secondaires. Sa
formation peut étre évitée par I'utilisation de montages microfluidiques (voir Chapitre 5).

Tableau 1-3 : Parameétres de maille et coordonnées atomiques de la caoxite CaC,0,:3H,0 (COT) d’apres [17].

Paramétres de maille a(°) B (°) v (°) a(A) b (A) c(A)
Expérimentaux 112,300 108,870 89,920 7,145 8,600 6,099
Atome X y 3

Cc(1) -0,40150 0,05010 0,10820
Cc(2) 0,42850 0,44390 -0,13310
Ca 0,28100 0,30790 0,21610
0(1) -0,41130 0,19360 0,26120
0(2) 0,24790 0,02250 -0,11090
0(3) 0,28460 0,35580 -0,14210
0(4) 0,46430 0,44840 -0,31980
Ow(1) 0,13700 0,12750 0,36080
Ow(2) 0,12400 -0,44390 0,36880
Ow(3) 0,08150 -0,24520 0,05500
H(1) 0,01400 0,43400 0,64600
H(2) 0,80300 0,34500 0,48700
H(3) 0,86500 0,32500 0,85300
H(4) 0,98900 0,10100 0,31300
H(5) 0,21100 0,16500 0,54000
H(6) 0,82300 0,13600 0,80800

Il y a dans cette structure deux sites inéquivalents pour le carbone et un seul en calcium. Les
molécules d’eau ont des positions bien plus définies que dans la phase COD ce qui implique des
interactions plus facilement décrites en termes de réseaux de liaisons H.

iv. Oxalate de calcium amorphe (ACO) :

Il existe également une phase désordonnée d’oxalate de calcium, dite amorphe. On peut la détecter
dans certains calculs avant qu’elle ne subisse une transformation cristalline. Ainsi Xie et coll. [4]
proposent un schéma de formation des calculs rénaux faisant apparaitre en premier lieu I’ACO avant
cristallisation des différentes phases minérales (Figure 1-5).



Ca-Ox Cluster

COM Crystal COM Crystal Ca-Ox Cluster

Figure 1-5 : Schéma de la formation de calculs rénaux autour d'une plaque de Randall, d’apres [4].

Sur la Figure 1-5, la phase amorphe apparait en a, b et ¢ (notée Ca-Ox Cluster). Elle est proposée
comme étant la phase d’oxalate de calcium précédant la cristallisation du COM. Le centre de
nucléation (noté ACP sur le schéma) est la plaque dite de Randall [20] : celle-ci fera I'objet d’une
étude détaillée dans la suite de cette thése (Chapitre 4). Actuellement, il est admis que la plaque de
Randall correspond a un noyau d’hydroxyapatite substituée par des ions carbonates. L’état de cette
hydroxyapatite est supposé comme étant amorphe (ACP) ou mal cristallisée.

Etant instable, toutes les analyses concernant la phase amorphe n’ont pas pu étre réalisées a ce jour.
Cette phase semble donc représenter un état préliminaire a la formation des phases cristallines
d’oxalate de calcium : sa transformation semble rapide et difficilement contrélable in vitro.

V. Oxalate de calcium anhydre (COAnh) :

De formule CaC,0,, elle est absente des calculs rénaux mais reste néanmoins utile a étudier afin de
mieux appréhender les résultats obtenus a partir des phases de réel intérét. Elle se présente sous
une structure monoclinique, de groupe d’espace P2/m [9]. Elle est tout particulierement étudiée
dans le cadre d’analyses thermiques des différents oxalates de calcium hydratés (voir paragraphe

1.d).iv.) [21].
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Figure 1-6 : Représentation de la structure cristalline de COAnh, CaC,0,, d’apreés [9].

27



Hochrein et coll. [9] proposent une structure de la phase anhydre représentée sur la Figure 1-6.

Tableau 1-4 : Paramétres de maille et coordonnées atomiques de la phase COAnh, CaC,0, d’apres [9].

Parameétres de maille
Expérimentaux
Atome

C(2)

c(2)

c(3)

Ca(1)

Ca(2)

c(4)

o(1)

0(2)

o(3)

o(4)

o(5)

o(6)

B ()
90,240

a (A)
6,1644
X
0.5000
0.5000
0.0929
0,4070
0.4340
0.0798
0.5596
0.4636
0.0319
0.2900
0.0079
0.2850

b (A)
7,3623
y
0.1081
0.6081
0.5000
0,5000
0.0000
0.0000
0.1880
0.6880
0.5000
0.5000
0.0000
0.0000

c(A)
9,5371
z
0.0000
0.5000
-0.0577
0,1930
0.3180
0.5659
-0.1136
0.3820
-0.1869
-0.0133
0.3120
0.5404

Toutes les structures cristallines évoquées ci-dessus sont issues d’études par DRX et les données

essentielles de celles-ci sont récapitulées dans le Tableau 1-5:

Tableau 1-5 : Récapitulatif des données relatives a COM, COD, COT, ACO et COAnh.

Particularité

Présence dans les

calculs rénaux [5]

Groupe Nombre de
d’espace  molécule d’eau
com whewellite  P2;/c 1
12/m
coD weddellite  14/m 2+x (x<1)
cot caoxite P1 3
ACO ?
COAnh P2/m 0

stable ~70%
métastable ~20%
zéolithe

métastable ~<1%
métastable  inconnue
métastable  nulle

b) Produits thermodynamiques et cinétiques

Les phases d’oxalate de calcium obtenues ont des propriétés thermodynamiques totalement

différentes, qui peuvent expliquer leur présence (ou non) au sein des calcifications pathologiques. En

effet, le seul composé thermodynamiquement stable est I'oxalate de calcium monohydraté (COM) :
c’est également le plus détecté chez les patients souffrant de lithiase urinaire [5]. Tous les autres
composés sont dits métastables et ont tendance a se transformer au cours du temps en la phase la

plus stable. Cela a une influence sur les syntheses mises en ceuvre au cours de cette these. En effet,
des conditions particulieres ont dues étre déterminées afin d’obtenir COD et COT en tant que phases
pures. Selon les conditions, les produits cinétiques COD et COT pourront donc étre formés. Conti et
coll. [14] ont réalisé un travail important sur la stabilité de la phase COD dans différentes conditions

de synthese (voir Tableau 1-6).
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Tableau 1-6 : Transformation de nanocristaux de weddellite (COD) en whewellite (COM) en fonction de différentes
conditions expérimentales d’apres [14].

Approximate Complete
Experimental conditions induction time transformation
Laboratory atmosphere 10 days 45 days
Standing in dry air — —
Immersion in H,O Few minutes 2 hours
Immersion in ethanol 14 days 100 days

Ces travaux ont été analysés par DRX et IR. De facon assez contradictoire, la transformation est
initiée plus rapidement dans un milieu humide, voire en immersion totale dans I'eau. Les auteurs
n’ont en revanche pas testé le stockage a différentes températures. Les analyses ATD/TG montrent
logiquement que la déshydratation est plus facile a des températures élevées. Au cours de cette
these, les échantillons métastables ont été conservés dans un réfrigérateur (T < 4°C). lls ont ainsi pu
étre conservés intacts sur une trés longue période, a l'inverse des mémes échantillons conservés
dans le laboratoire a température ambiante.

c) Synthéses mises en ceuvre

i Les trois hydrates d’oxalate de calcium

Il existe d’ores et déja de nombreuses syntheses pour les oxalates de calcium. Walter-Levy et coll.
[22] ont fait un travail exploratoire en fixant la température de synthése a 12°C et en faisant varier le
pH et la concentration des solutions. Les auteurs ont pu définir des domaines de prédominance de
formation des différents hydrates, leur travail étant basé sur celui antérieur de Hammarsten [23].
Grases et coll. [24] décrivent également les protocoles de synthése des trois hydrates. Cependant ils
utilisent différents ajouts (tels que le chlorure d’ammonium) afin de modifier le milieu de synthése
(pH), notamment pour le COT. Notre but est, ici, de le synthétiser en ne modifiant que les
parametres de synthéses tels que la concentration ou la température. La synthése du COD reste
remarquable puisqu’elle implique sGrement un passage par I'oxalate de calcium amorphe (ACO) non
discuté dans cette publication. Plus spécifiquement, Millan [25] analyse la formation puis la
croissance de la whewellite : cette publication explicite de fagon remarquable I’évolution de la
morphologie des cristaux de COM. La synthése du COD sans ajout est assez peu décrite dans la
littérature [26]. De nombreuses publications (comme Doherty et coll. [27]) proposent d’utiliser un
chélatant (comme le citrate) pour obtenir des morphologies caractéristiques de COD. Ces synthéses
seront reprises dans une partie ultérieure (Chapitre 5 partie 1). Il est a noter que Wiedemann et coll.
[28] ont semble-t-il réussi a obtenir du COD en ne jouant que sur des parametres de synthése sans
ajout de solution tampon ou de chélatants. Les auteurs précisent bien la difficulté de cette synthese,
ce qui laisse supposer I'obtention d’échantillons non purs. Le COT a quant a lui pu étre formé a I'aide
d’une syntheése originale par Deganello et coll. [17] : de la whitlockite, Cag(MgFe)(PO,)sPOs0H, a été
plongée dans de 'acide oxalique pendant une semaine. Il existe évidemment beaucoup d’autres
synthéses pour ces hydrates. On notera par exemple les travaux de Daudon, Tiselius et Tomazic [1],
[29], [18]. Les différents protocoles mis en ceuvre au cours de cette thése sont les suivants :
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e Protocole de synthése par goutte a goutte (g/g) :

La synthese des trois principaux hydrates (COM, COD et COT) consiste en une précipitation contrdlée
par simple ou double goutte a goutte, (montage a) sur la Figure 1-7). Les parametres tels que la
concentration des réactifs, la température, le temps de vieillissement, I'agitation ont été modifiés
afin de réaliser la synthése de phases pures sans modification du milieu par I'ajout de solution
tampon. Le COM étant le plus stable thermodynamiquement, il est aisément synthétisé. Une grande
quantité (~1 g) peut étre obtenue rapidement grace a une synthese en forte concentration
([Crsactits] = 0,100 M) a température ambiante. En ce qui concerne le COD et le COT, il a fallu adapter
les conditions de synthéses : ainsi, le COD a pu étre obtenu a basse température (bain de glace
4-7°C) et a des concentrations élevées mais surtout en présence d’'un exces de précurseur de
calcium important (Ca/Ox = 10). Le COT a lui été obtenu en faible quantité (~ 50 mg) avec des
concentrations en réactifs plus faibles ([C.¢acits] = 0,001 M) et surtout avec une agitation magnétique
uniforme (plus importante que pour COM et COD).

Ces syntheses trés reproductibles ont permis d’obtenir des quantités suffisantes de composés pour
les analyses classiques décrites ci-dessous. Cependant, en ce qui concerne I'étude des morphologies
par MEB, il a fallu travailler a plus basses concentrations afin de limiter la précipitation trop rapide
qui ne permet pas d’obtenir de morphologie caractéristique. Dans ces conditions, le COT est
toujours présent (minoritairement ou majoritairement). L’arrét de |’agitation pose le probleme de la
répétabilité des manipulations. Le Tableau 1-7 récapitule les paramétres de synthése optimaux pour
obtenir les trois hydrates purs.

Tableau 1-7 : Récapitulatif des parameétres pour les synthéses de COM, COD et COT.

Phase [Ca] [Ox] Température Remarque
com 0,100 M 0,100 M 40°C ou Tomp
CcoD 1,000 M 0,100 M <7°C g/g Ox dans Ca
coT 0,001 M 0,001 M <7°C agitation magnétique
importante

Ce tableau ne montre qu’un seul type de synthése conduisant aux phases pures. Néanmoins, pour
chaque hydrate, plusieurs syntheses ont conduit a celui-ci. Ainsi, le COM a pu étre obtenu a
différentes températures, avec différents temps de vieillissement, etc. Le parametre important pour
obtenir le COD est I'exces de calcium (a forte concentration) : faire goutter la solution d’oxalate dans
celle de calcium est un moyen d’augmenter cet exces, bien que la stoechiométrie a I'instant t ne soit
de ce fait pas connue. Le COT a été synthétisé a faible concentration, a température ambiante ou a
froid (< 7°C), sans réelle influence de la stoechiométrie, mais systématiquement sous forte agitation.

e Protocole de synthése par croissance en gel :

Ces synthéses visent, a l'origine, a modifier la croissance des cristaux des différents hydrates
d’oxalate de calcium. Un gel (gélatine, agar-agar, gel de silice) est placé dans un tube en U
(Figure 1-7b). A chacune des extrémités, un réactif en solution est délicatement déposé (chlorure de
calcium, oxalate de sodium ou acide oxalique). La migration de ces réactifs permettra une croissance
plus lente conduisant a des cristaux de plus grande taille, ainsi que la possibilité d’obtenir des
morphologies différentes. La réelle difficulté réside dans la récolte des cristaux et dans leur
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nettoyage pour I'analyse par MEB. Un méme type de synthese a déja été proposé plusieurs fois dans
la littérature, par exemple par Franchini-Angela et coll. en 1979 [30].

e Protocole de synthése par diffusion d’ammoniac :

Cette synthése respecte le protocole expérimental mis en place par Chen et coll. [31], le but principal
étant ici de reproduire les expériences et de modifier certains réactifs afin de contréler I'obtention
des différentes phases d’oxalates de calcium hydratés (voir Figure 1-7 c)). Pour cette synthése, on
place dans un premier bécher les réactifs (CaCl, et Na,C,0,4) a un pH acide (pH= 2,0 par ajout d’HCI)
et dans un second une solution d’ammoniaque. Ces deux béchers sont ensuite mis dans un grand
cristallisoir fermé. L'ammoniac va lentement diffuser dans I'espace clos, et conduire
progressivement a l'augmentation du pH de la solution des réactifs, permettant de ce fait Ila
formation des ions oxalates et donc la cristallisation de la phase souhaitée. C’est une méthode tres
utilisée en biominéralisation [32], notamment pour la synthése d’apatite. Elle souffre cependant de
quelques inconvénients : il faut utiliser les mémes volumes de verreries pour assurer la répétabilité
des expériences, et maintenir un contréle suffisamment précis de la température (et donc de la
diffusion d’ammoniac).
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Figure 1-7 : Schéma des différents montages de synthése utilisés a) goutte a goutte, b) en gel et c) par diffusion
d'ammoniac. Ca : chlorure de calcium ; Ox : oxalate de sodium ou acide oxalique.

La méthode par diffusion d’ammoniac n’a été utilisée que pour la synthése d’oxalate de calcium en
présence d’ajout, ici le thé vert contenant des catéchines, chélatants potentiels du calcium (voir
Introduction générale et Chapitre 5). Les synthéses en gel peuvent également étre considérées
comme impliquant des ajouts en « elles-mémes » (les gels n’étant pas inertes vis-a-vis des cristaux
formés). Ces deux types de synthéses seront repris ultérieurement. Seules les synthéses avec double
burettes ont permis d’obtenir des phases COM, COD, COT pures en ne jouant que sur certains
parametres, sans aucun ajout et sans action particuliére sur le pH.

il. L’oxalate de calcium anhydre, COAnh

La phase anhydre CaC,0, a été obtenue en traitant thermiquement un composé synthétisé au
préalable (COM) dans une étuve a 190°C. Les températures choisies pour la déshydratation sont
établies suite a une analyse par ATD/TG : la température de 190°C semble suffisante pour amorcer la
déshydratation du COM (voir partie 1. d) iv. de ce Chapitre). Cette phase est difficile a conserver car
hygroscopique.
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il. La phase amorphe d’oxalate de calcium, ACO

De récentes études [33], [34], [35] ont montré un regain d’intérét pour I'étude d’un intermédiaire
amorphe précédant la cristallisation du COM. L’existence et I'importance d’une phase ACO dans les
calcifications pathologiques semble dorénavant plus que probable. Ces travaux proposent
différentes voies de synthéses pour celle-ci. Il est intéressant d’obtenir cette phase sous forme pure,
afin d’envisager son analyse compléte et de comprendre la maniere dont elle intervient
éventuellement dans la formation des calculs rénaux, ainsi que son influence sur la différenciation
en COM, COD ou COT. La synthése mise en ceuvre au laboratoire est celle proposée par Ihli et coll.
[33], [36] (Figure 1-8) : elle consiste en la lyophilisation d’une solution saturée en oxalate de calcium.
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Figure 1-8 : Synthése d'ACO par lyophilisation d’apres [33].

Comme le montre le schéma de la Figure 1-8, la synthése consiste a geler une solution saturée en
oxalate de calcium dans I'azote liquide, puis a lyophiliser 'ensemble jusqu’a disparition totale de la
glace. Le lyophilisateur utilisé est un Bioblock scientific Alpha 2-4 LD. La lyophilisation s’effectue
a—80°C et a 0,005 mbar. Cette voie de synthése est assez simple a mettre en place mais ne permet
d’obtenir que peu d’échantillon (~ 5 mg). De plus, il faut rapidement analyser I’échantillon ACO afin

d’éviter toute cristallisation ultérieure.

d) Méthodes de caractérisation

Les matériaux synthétisés ont été analysés selon le protocole suivant : (i) analyse par spectroscopie
infrarouge, directement effectuée apres la synthése, (ii) analyse par diffraction des rayons X quand
la quantité de produit obtenue le permettait. Pour I'observation des morphologies de cristaux, les
échantillons ont été observés par MEB. Aprés avoir synthétisé avec succes les différentes phases
pures des oxalates de calcium (hydratés ou non, cristallisés ou non), leurs analyses ont été utilisées
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comme points de départ pour la caractérisation d’échantillons naturels (calculs rénaux, voir
Chapitre 4).

i  Svectroscopie infrarouge (FTIR)

Dans le milieu hospitalier, les médecins utilisent couramment la spectroscopie infrarouge afin de
déterminer la nature des phases présentes dans les calculs rénaux : il s’agit d’'un outil de diagnostic
rapide a mettre en ceuvre. Cette spectroscopie permet d’identifier les bandes de vibrations
caractéristiques de I'échantillon. Il est trés important d’avoir caractérisé les phases majoritaires
pures au préalable afin de pouvoir déconvoluer les spectres. Les oxalates de calcium ont largement
été analysés par FTIR. Petrov et coll. [37] font une description précise de la whewellite et proposent
un grand nombre d’attributions des bandes de vibrations. lls s’intéressent en particulier aux
vibrations de type « overtone » afin d’expliquer le nombre de bandes de vibration dans la région
Vion) (entre 3500 et 3000 cm™). Shippey et coll. [38] reprendront ce travail quelques années plus tard
en y ajoutant certaines modifications, ainsi que I'analyse de la phase anhydre (COAnh). Depuis lors,
toutes les phases ont été analysées et les attributions n’ont cessé d’étre plus précises que ce soit
pour COD [39], [40] ou pour COT [12], [41]. De telles attributions ont été rendues possibles, du
moins pour les plus récentes, grace a l'aide de calculs théoriques ou de méthodes d’analyses
élaborées (par exemple synchrotron [42]). Tous ces travaux ont été bénéfiques a I'étude des
calcifications pathologiques, [43], [44], [45], [46] permettant ainsi une identification non ambigle
des phases majoritaires et minoritaires dans les calculs.

Les phases d’oxalates de calcium synthétisées ont toutes été analysées « post-synthese » par
spectroscopie infrarouge. Certaines ont été suivies au cours du temps afin de vérifier leur stabilité
(notamment COD et COT). Les mesures ont été effectuées a I'aide d’un spectrometre Perkin-Elmer
spectrum 400 FT-IR. Au laboratoire, il a été possible d’utiliser deux types de préparation et d’analyse
des échantillons :

- l'analyse par ATR (Attenuated Total Reflectance): elle ne nécessite aucune préparation

particuliére. Une masse de produit (suffisante pour couvrir le cristal de détection, de I'ordre
du mg) est placée sur l'analyseur, puis a l'aide d’un systéeme de presse appliqué a
I’échantillon pour assurer une meilleure homogénéité, le spectre peut alors étre enregistré.
La gamme spectrale est de 4000 & 650 cm™ (voire 550 cm™).

- l'analyse en pastille de KBr par transmission : il s’agit de I'analyse la plus courante en

spectroscopie IR. Elle permet de couvrir une plus large gamme spectrale (de 4000 a
450 cm™) et une meilleure résolution. Il faut peser environ 1 mg d’échantillon et y ajouter
100 mg de KBr: ce mélange est alors broyé puis pastillé. La pastille peut ensuite étre
analysée en transmission. Il est a noter que cette méthode de préparation peut étre invasive
pour certains composés : en effet, les échantillons métastables suite au broyage/pastillage
peuvent spontanément se transformer dans la forme la plus stable. De plus, le KBr étant
hygroscopique, il peut en quelque sorte « drainer » I'eau de certains composés, accélérant
leur transformation.
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Figure 1-9: Spectres IR de COM (rouges), COD (bleus) et COT (verts) synthétiques. Pour chaque phase, le spectre du bas
(a) a été enregistré en pastille de KBr alors que celui du haut (b) I’a été a I'aide d'un module ATR.

La Figure 1-9 présente les spectres FTIR des trois hydrates COM, COD et COT analysés par les deux
méthodes IR décrites ci-dessus (ATR et pastille de KBr). La résolution en utilisant la pastille de KBr
(spectres du bas) est supérieure a celle du montage ATR. Les spectres présentés n’ont subi aucune
transformation durant la préparation de la pastille. En général une différence notable entre les
spectres se situe dans la zone entre 3700 et 2700 cm™, correspondant au mode de vibration
d’élongation vou). Cette zone est tres élargie dans le cas du COD du fait de la présence des molécules
d’eau de type zéolithique. Le COM présente également deux bandes, a 947 et 885 cm™, attribuées
aux librations des molécules d’eau, qui lui sont propres. Le COD présente une bande de vibration a
915 cm™ (non attribuée !) alors que le COT ne présente aucune bande dans cette région. On peut
noter la présence de certaines bandes de combinaisons qui peuvent étre observées lorsque deux (ou
plus) vibrations fondamentales sont excitées simultanément. Par exemple, la bande de vibration a
2937 cm™ pour le COD peut étre une bande de combinaisons entre deux élongations Vas(co,) ; 1610 +
1319 = 2929 cm™ [38]. Il peut correspondre plusieurs combinaisons & une bande de vibration
donnée, ce qui rend l'attribution beaucoup plus complexe. Ci-dessous, on trouvera une tentative
d’attributions réalisée a partir des spectres expérimentaux et a I'aide des publications de Shippey,
Conti et Petrov [38], [41] et [37] :
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Tableau 1-8 : Attributions des bandes de vibrations IR (en cm'l) des trois phases COM, COD et COT, d’apres [38], [41] et

[37].
com cobD coT Attributions
3511w Elongation O-H v(op
3468 m, sh Elongation O-H v(oy
3427 m Elongation O-H v(op
3559 -3257 m, vb 3416 w Elongation O-H v(op
3330 m Elongation O-H vop
3252 w 2 Cisaillement H-O-H 230n)
3143 m, b Elongation O-H avec liaison H plus forte
3049 m, b Elongation O-H v(oy)
2937 w, sh 2936 vw, sh 2936 vw, sh Combinaison
2785 vw, sh 2785 vw, sh Combinaison
1651 vs, sh 1663 s, sh Cisaillement H-O-H 0n)
1602 vs 1610 vs 1606 vs Elongation antisym CO, Va(co,)
1561 w, sh
1487 w
1462 w 1475 w Elongation sym CO; Vy(co,)
1379 m 1377 w Combinaison
1369 w, sh 1363 w, sh Combinaison
1312 vs 1319 vs 1319 vs Elongation sym CO; V(co,)
947 w, b Libration H,0 VR(H,0)
915w
885 m Libration H,0 VR(H,0))
863 w Elongation C-C v
830 w, sh Libration H,0 VR(H,0)
778 s 770s, b 778s, b Déformation de pliage O-C-O §oco)
656 s Libration H,0 VR(H,0)

‘v pour very, ‘s’ pour strong, ‘m’ pour medium, ‘W’ pour weak, ‘b’ pour broad, et ‘sh’ pour shoulder.

Le principal inconvénient de cette technique reste la difficile quantification dans le cas de mélanges.
Il est en effet compliqué de reconnaitre la présence (ou non) des hydrates. Une large majorité des
calculs rénaux ne sont pas purs et présentent donc différents taux de phases inorganiques.
Cohen-Solal et coll. [47] proposent un logiciel permettant de quantifier les différents minéraux dans
un calcul mais mettent aussi en lumiére certaines difficultés de la méthode. La Figure 1-10 montre
un test effectué avec des mélanges de COM et de COD synthétiques, en faisant varier le rapport
massique des deux composés.
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Figure 1-10 : Spectres infrarouges (ATR) de mélanges COM/COD. (X COM/(100-X) COD).

On remarque aisément que les proportions massiques des phases COM et COD sont difficilement
quantifiables a partir des spectres de mélanges. De plus, dans le cas des calculs rénaux, les spectres
FTIR sont encore moins explicites de par la présence de composés organiques et d’autres phases
minérales, rendant la quantification encore plus délicate.

Des mesures IR a basse température (8 K) ont été réalisées. Ces derniéres sont caractérisées par une
résolution nettement supérieure par rapport aux mesures a température ambiante et sont une
aubaine pour une comparaison avec des calculs DFT.
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Figure 1-11 : Spectres IR (mode ATR) d’ACO (en noir) et COAnh, CaC,0, (en rouge).

Sur la Figure 1-11, nous présentons les spectres des phases anhydre et amorphe. On peut noter que
le COAnh n’a pas été totalement déshydraté : cela est confirmé par la présence des bandes de
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vibrations de tres faible intensité entre 3800 et 2700 cm™ (Viow) ainsi que deux signaux peu intenses
a 947 et 885 cm™ attribués aux librations de I'eau. Le reste du spectre présente les signaux attribués
aux groupements oxalates (Tableau 1-8). Pour I’ACO, il existe moins de références dans la littérature
pour 'attribution des différents signaux. Cependant, les quelques publications présentant un spectre
FTIR de cette phase [33], [35] ont des spectres similaires au notre. La zone des v o) (3800-2700 cm™)
est élargie et peut étre comparée a la méme zone pour COD. Il y a 'apparition d’un signal large et
intense a 1030 cm™ qui n’a pas été attribué.

il. Spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman est complémentaire de I'infrarouge : elle est fondée sur la modulation de la
diffusion de la lumiére par les vibrations des molécules. Une vibration est active en Raman si elle
provoque un changement de polarisabilité. Dans la littérature, les analyses par spectroscopie Raman
vont de pair avec les analyses FTIR. Shippey et coll. [38] semblent avoir décrit pour la premiere fois le
spectre Raman du COM avec ses attributions ainsi que celui de la phase anhydre (COAnh). Les
spectres Raman du COD et du COM ont été reportés par Kodati et coll. [48]. Une quantification a
aussi été proposée dans le cas d’un mélange de COM et de COD. L'article récent de Conti [41]
présente quant a lui une étude spectroscopique complete FTIR et Raman de la phase trihydratée
(COT). L’étude de calculs rénaux a pu étre menée a I'aide des spectres de références de COM, COD
et COT [49], [50]. Les études plus anciennes évoquent le probleme de la fluorescence en
spectroscopie Raman [51], [49] évoqué ci-aprés (voir I’étude des cristaux de COM et COD obtenus en
montages microfluidiques, Chapitre 5). Les différents hydrates synthétisés au laboratoire ont été
analysés par spectroscopie Raman (Kaiser Optical System, Raman Analyzer RXN1 microprobe équipé
d’une diode laser a 785 nm couplé avec un microscope LEICA). Il s’agit une fois encore d’une
méthode rapide, non invasive et non destructrice.

e N — , i t , " . : : . .
v 500 1000 1500 2000 2500 3000 1300 1400 1500 1600 1700
Longueurs d'onde {cm?) Longueurs d'onde (cm?)

Figure 1-12 : Spectres Raman des trois hydrates d'oxalates de calcium : COM (rouge), COD (bleu) et COT (vert)
(A =785 nm).
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La Figure 1-12 présente le résultat de cette analyse. La zone entre 1700 et 1300 cm™ permet de
différencier clairement le COM des deux autres phases. Ce point sera essentiel lors de la
caractérisation de cristaux obtenus en systeme microfluidique (voir Chapitre 5). La différence entre
COD et COT pour la bande de vibration (vs(coz)) est plus faible et réside dans un léger shift de 2 cm™
qui reste néanmoins détectable. La prise en compte de I’'ensemble du spectre permet cependant de
distinguer sans difficulté les phases COD et COT. Le COM présente deux signaux pour I’élongation
symétrique vyco, ce qui indique que les ions oxalates occupent deux ensembles différents de sites

et que les modes d’élongation ne sont pas équivalents, [52].

Tableau 1-9 : Bandes Raman (en cm'l) (A = 785 nm) des trois phases COM, COD et COT synthétiques [41], [38], [52].

coM CcoD cot Attributions

1722 w 1736 w 1727 w Combinaison
1663w, b Déformation O-H §on

1626 m 1629 m Elongation antisym C-O vyco,)
1614w, b

1485 s 1474 vs 1476 vs  Elongation sym C-O vco,)

1459 vs Elongation sym C-O vy(co,)

1392 w 1409 w 1409 w Combinaison

936 w Libration H,O VR(H,0)

913 w,sh 908s 907 s Déformation en phase sym O-C-O

894 s Elongation C-C v(c

859 m 865 w 863 w Elongation C-C v(c

777 w Déformation de pliage O-C-O §oco)

592 m 594 m 581w, b Bascule O-C-O pjoco)

516 m, sh Bascule O-C-O pjoco

500 m 505 m 504 m Bascule O-C-O poco)

‘v’ pour very, ‘s’ pour strong, ‘m’ pour medium, ‘W’ pour weak, ‘b’ pour broad, et ‘sh’ pour shoulder.

La Tableau 1-9 résume les attributions des signaux Raman, certaines de ces attributions étant encore
sujettes a caution dans la littérature. Sur la Figure 1-12, le spectre du COT présente une ligne de base
plus distordue que pour les deux autres phases : ce phénomeéne est d{ a la fluorescence ; la lumiére
absorbée excite les électrons du matériau a des niveaux d'énergie plus élevés pendant un temps tres
court. Le retour a I'état fondamental plus lent des électrons provoque une perte d’énergie et donc
une longueur d’onde différente. Pour éviter ce phénomeéne, la longueur d’onde du faisceau incident
peut étre modifiée. Guerra-Lopez et Tonannavar ont utilisé un faisceau a 1064 nm [53], [43].
Cependant, il est parfois difficile de I’éliminer totalement et cela est méme parfois impossible. Les
échantillons naturels (calculs rénaux) sont difficilement analysables par spectroscopie Raman du fait
de ce phénomene : il masque généralement le spectre Raman du matériau d’intérét. Avec un
matériel adéquat (laser a grande longueur d’onde, par exemple 1064 nm) il est possible de réduire
ce phénomene de fluorescence [54]. De la micro imagerie Raman est également envisageable.

Couplé a un microscope, cette technique présente de nombreux avantages. Il est en effet possible
d’effectuer des cartographies micro-Raman. Cette technique a été utilisée dans le cadre d’une
collaboration avec le laboratoire PHENIX a I"UPMC pour les syntheses d’oxalates de calcium en
canaux microfluidiques (voir Chapitre 5).
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il. Diffraction des rayons X (DRX)

Les diffractogrammes présentés dans ce manuscrit ont tous été enregistrés a l'aide d’un
diffractometre Bruker D8 fonctionnant en mode de réflexion Bragg-Brentano et équipé d’un filtre en
nickel pour sélectionner la raie K, du cuivre (1,541 A).
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Figure 1-13 : Diffractogrammes de COM (rouge), COD (bleu) et COT (vert) synthétiques avec les attributions des indices
de Miller. Les données des fiches JCPDS apparaissent en noir.

Pour préparer I'échantillon il est nécessaire de le broyer afin d’éviter les orientations préférentielles.
Lorsque les morphologies des échantillons étaient d’intérét, I'étape de broyage pour la diffraction
des rayons X n’a pas été effectuée. Les fiches JCPDS 20-0231, 75-1314 et 20-0232 ont permis
I'attribution des principaux indices de Miller des phases COM, COD et COT, respectivement
(Figure 1-13). Les différences d’intensité visibles pour le COT peuvent étre dues a des orientations
préférentielles de nos cristaux.

iv.  Analyse thermique différentielle et thermogravimétrique (ATD/TG)

La TG consiste en la mesure de la variation de la masse d’'un composé au cours d’un cycle en
température. Une masse connue de matériau est insérée dans un creuset, ce dernier est ensuite
soumis a un cycle thermique selon un programme défini (ici 5°C/min sous flux d’air). Un tracé de la
masse en fonction de la température est effectué. Cette méthode permet de remonter a plusieurs
informations : la pureté du composé, la quantité de molécules d’eau liées au composé (structurale
et/ou adsorbée) et les températures de dégradation. De par ses multiples hydrates, I'oxalate de
calcium est un candidat logique pour de telles analyses : il existe d’ailleurs de nombreuses études
thermiques sur ces matériaux [55], [56]. Ici, elle est utile pour connaitre le nombre exact de
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molécules d’eau dans le COD, ainsi que la température a fixer pour obtenir un composé anhydre. On
rappelle ici que COD correspond a une structure zéolithique de formule CaC,0,(2+x)H,0 avec
(x<1). La TG est toute désignée pour une détermination expérimentale du parametre x. Il est a
noter que le COM est souvent utilisé pour calibrer les ATG. L'ATD quant a elle permet de déceler les
phénomeénes thermiques (endo ou exo thermiques). Les mesures thermiques ont été effectuées a
I"aide d’un appareil NETZSCH Luxx STA 409 PC.

e COM

La courbe d’analyse ATD/TG du COM (m = 20,448 mg) est présentée sur la Figure 1-14. On a pour le
COM les pertes théoriques massiques suivantes :

Ca(C,04)-H,0 —> Ca(Cy04) + H,0 T

100 % 87,7 % 12,3 %
Ca(C,0,) — CaCO;+co T
87,7% 68,5 % 19,2 %

CaCO; — Ca0 +CO, T
68,5% 38,4% 30,1%

CaC,0,.H,0

90

80

% massique
~l
(=]
| I T

3
ATD (p V/mg)

50

40

w
(=]

200 400 600 800 1000
Température (°C)

Figure 1-14 : ATD/TG de la phase COM synthétique, 5°C/min sous flux d’air.

On peut noter sur cette figure qu’avant la déshydratation de la molécule d’eau de structure, il existe
une légere « pré-déshydratation » due aux molécules d’eau adsorbées en surface de I'échantillon.

e (COD

Le COD a donné lieu a plus de discussion dans la littérature. Walter-Lévy et coll. [57] soulignent des
différences en ATD/TG entre un COD a « gros grains » et son analogue a « grains fins ». lls trouvent
un nombre différent de molécules d’eau dans la structure selon la taille des grains: 2,3
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et 2,7 ; respectivement. Ici, I'analyse des échantillons (Figure 1-15) obtenus par la synthése décrite
plus haut conduit a un nombre de molécules d’eau de 2,5.

Cela nous permet d’écrire le schéma de dégradation suivant pour le COD analysé (m = 20,176 mg) :
Ca(C,0,)-2,5H,0 — Ca(C,0,)-2,23 + 0,27 H,0 T
Ca(C,04)-2,23H,0 — Ca(C,04)-1,90 + 0,33 H,0 T
Ca(C,04)-1,9H,0 —> Ca(C,0,) + 1,90 H,0 T
Ca(C,04) — CaCO; + €O T

CaCO; —» Ca0 + O, T

CaC,0,.2xH,0
0

r 0,4

0,2

-0,2

% massique

0,4

ATD (p V/mg)

-0,6

-0,8

. . — -1
200 400 600 800 1000

Température (°C)

Figure 1-15 : ATD/TG de la phase COD synthétique, 5°C/min sous flux d’air.

On peut calculer le nombre de molécules d’eau grace a la courbe de TG : on perd x molécules d’eau
ce qui représente 24,9 % de la masse initiale. En partant du pourcentage massique de la phase finale
(CaO représente 31,5 % massique et sa masse molaire est de 56,07 g/mol), on peut remonter au
nombre de molécules d’eau :

‘= Mcao X %H20 (1-1)
~ %Ca0 X My,0

Par ce calcul, on obtient x = 2,5 molécules d’eau. Toutes les molécules d’eau ne sont bien
évidemment pas équivalentes : on distingue des molécules d’eau adsorbées en surface, de |'eau
zéolithique et de I'eau de structure. Il est a noter qu’avec la rampe de chauffe choisie, la phase COD
se déshydrate directement en phase anhydre (COAnh) sans passer par la phase COM comme
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intermédiaire. De la méme maniere qu’avec la phase COM, Frost et coll. ont analysé le COD en
suivant la dégradation en température par spectroscopies Raman et FTIR [58].

e COT

Echigo et coll. [12] étudient le COT par analyse thermique et proposent un schéma de dégradation
complet. A la lumiére de ces travaux, nous avons pu facilement analyser nos propres résultats
(m =11,616 mg) avec les pertes théoriques massiques :

Ca(C,0,)-3H,0 —> Ca(C,0,)-H,0 + 2 H,0 T
100 % 80,2 % 19,8 %
Ca(C,0,)-H,0 — Ca(C,0,) + H,0 T
80,2 % 70,3 % 9,9%
Ca(C,0,) — CaCO;+cO T
70,3 % 549% 15,4%

CaCO; —» CaO +CO, T
54,9 % 30,8% 24,1%

100

— ATD r
— ATG i
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Figure 1-16 : ATD/TG de la phase COT synthétique, 5°C/min sous flux d’air.

On remarque que le COT se déshydrate directement en COM. Les pertes en pourcentage massique
correspondent exactement aux valeurs théoriques et a celles obtenues par Echigo et coll. [12].
Néanmoins, I’ATD publiée différe de la nétre : cela s’explique par la différence de rampe de chauffe
(2,0°C.min™ dans la publication).

On peut noter le travail de Hochrein et coll. [9] concernant la phase d’oxalate de calcium anhydre.
Ces auteurs montrent qu’il existe trois polymorphes de la phase anhydre; a-, B-, y-CaC,0,. Ces
résultats sont assez controversés et laissent planer des doutes quant a la structure de cette phase.
Sur nos courbes ATD/TG des trois hydrates, on peut distinguer la présence de ces 3 types d’oxalates
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de calcium anhydres. Entre 390 et 490°C, on remarque de légers signaux preuves de I'existence
(éphémere) de ces phases sur les ATD (courbes rouges) des trois phases.

Les analyses thermiques sont particulierement pertinentes lorsqu’elles sont couplées a d’autres
méthodes d’analyses. Le suivi de la décomposition d’'une phase apporte de nouvelles informations
sur les réarrangements structuraux en temps réel. Frost et coll. proposent ainsi un couplage
ATD/TG-Raman pour I'étude de la whewellite [52] et la weddellite [58], ils ont pu obtenir une
meilleure compréhension des bandes de vibrations du COD, ainsi qu’une validation du modele de
dégradation a haute température. De la méme maniere, Christy et coll. [59] ont réalisé un travail sur
I'analyse ATD/TG-FTIR permettant de visualiser la déshydratation du COM. Ces analyses nous ont
permis de fixer une température de déshydratation du COM (190°C) afin d’obtenir de I'oxalate de
calcium anhydre.

v.  Microscopie électronique d balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage permet d’observer la morphologie des cristaux formés. Il est
a noter que pour certains échantillons isolants, une métallisation est nécessaire (environ 20 nm
d’or). C’est le cas pour les oxalates de calcium. Les cristaux synthétisés étant relativement « gros »
(~>5 um), la métallisation ne géne pas I'observation globale des surfaces. Nous nous focaliserons
dans cette section sur les phases directement synthétisées, sans ajout de molécules chélatantes (voir
discussion Chapitre 5 partie 1).

Le MEB peut également étre couplé a une analyse dispersive en énergie (EDS) qui permet de
connaitre la composition élémentaire des cristaux observés. Malheureusement, cette technique n’a
pas pu étre utilisée ici car le faisceau incident d’électrons détériore systématiquement les phases
d’oxalate de calcium étudiées.

e CO

La whewellite est facilement synthétisée. Elle présente plusieurs morphologies différentes selon les
conditions de synthéses mises en ceuvre. La littérature montre majoritairement I'obtention de la
morphologie dite en « pince a linge » [60]. Il nous a été donné d’observer d’autres morphologies au
cours de cette these (voir Figure 1-17 et Figure 1-18). Millan et coll. proposent également différentes
morphologies dans leur article de 2001 [25].
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Figure 1-17 : Images MEB du COM et DRX a) Synthése en exces d’oxalates (1/10), a T, et [Ca,’] = 0,001 M, les ions

calcium étant ajoutés aux ions oxalates. La DRX montre la présence d’une phase secondaire, * représente les pics de
diffraction de la phase COM, fiche JCPDS : 20-0231. b & d) Synthése identique mais ajout brutal d’une solution dans
I'autre avec vieillissement de 16 heures c) Synthése équimolaire, 3 T, et [Ca,’] = 0,010 M avec vieillissement de
12 jours. e) Schéma de I’évolution de trois morphologies différentes de COM d’aprés [25].

Sur la Figure 1-17, on peut remarquer la morphologie en « pince a linge » du COM, différentes tailles
de cristaux pouvant étre obtenues en fonction des conditions de synthese (de 2 a 30 um). Les
morphologies des cristaux ressemblent fortement a ce qu’ont pu observer Millan et coll. [25]
(Figure 1-17e). Les diffractogrammes prouvent que cette phase est bien du COM. Cependant, la
phase majoritaire présente en Figure 1-17a est celle de COT (voir le diffractogramme associé).

Bien que la Figure 1-17 présente la morphologie de la whewellite la plus commune, d’autres formes
ont été obtenues par modification des conditions de synthése en goutte a goutte (voir Figure 1-18).
L'influence de I'agitation sur le systéme est bien mise en évidence. On peut néanmoins noter que
cette forme caractéristique en « X » semble étre un agglomérat des cristaux en « épingles » vus
précédemment. Les diffractogrammes de ces échantillons montrent que nous sommes bien en
présence de la phase COM. La Figure 1-18d montre la morphologie de COM obtenue lors des
syntheses fortement concentrées (([Ceactits] = 0,100 M).
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Figure 1-18 : Images MEB de COM et DRX a) b) c) Synthése équimolaire sans agitation, a T, et [Ca,’] = 0,010 M avec
vieillissement de 1 mois d) Synthése équimolaire, a T < 4°C et [Ca,'] = 0,100 M.
Les morphologies obtenues au cours de ces syntheses difféerent des simulations proposées par
Franchini-Angela et coll. [61].

e COD

Comme explicité précédemment, la weddellite a une structure zéolithique et possede un certain
nombre de molécules d’eau dans des canaux. La morphologie traditionnellement est une bipyramide
a base carrée [62], [30]. Cependant, lors des synthéses avec des concentrations en réactifs élevées,
aucune morphologie caractéristique n’a été obtenue (comme pour le COM a 0,1 M — Figure 1-18 d).
L'ajout de certains additifs chélatants a permis de former des cristaux a morphologies bien définies

(voir Figure 1-19).
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Figure 1-19 : Images MEB du COD a) Synthése en excés d’ions calcium (10/1), aT<4°Cet [Ca®*] = 1,000 M, les ions
oxalates étant ajoutés dans les ions calcium. b & d) Synthése en exceés d’ions oxalates (1/10) a T,,,, et [Ca2+] =0,001 M
par ajout brutal d’une solution dans I'autre. c) Synthése équimolaire a T,,,, et [Ca2+] =0,010 M et e) Modélisation de
différentes morphologies possibles pour le COD d’apres [62]. Les cristaux colorés en vert correspondent au COT et ceux
en rouge au COM. Les diffractogrammes des trois échantillons sont présentés avec les fiches JCPDS du COD (bleu) et de
COT (vert). Les * sur le diffractogramme b) & d) représentent la phase COD.

La phase de COD synthétisée sans ajout est présentée sur la Figure 1-19a. Aucune morphologie
typique de cette phase n’est observée. Des cristaux de COD avec des morphologies caractéristiques
ont cependant pu étre détectés lors de synthéses a faible concentration ([Ca**]=0,010 M ou
0,001 M). Malgré cela, les faces (101) de ces cristaux ne sont pas strictement triangulaires ce qui
amene a une morphologie en « étoile » plutdét que pyramidale. Les diffractogrammes présentés sur
la Figure 1-19 attestent également du faible taux de ces cristaux de COD en « étoile » dans la totalité
de I'échantillon (la phase majoritaire étant le COT, fiche JCPDS en vert). On peut noter que la face
(100) (Figure 1-19e) n’est pas souvent observée dans ce type de synthese. La morphologie la plus
courante (bipyramide a base carrée) a été obtenue lors d’ajouts tels que les ions citrates ou de
I’extrait de thé vert (les catéchines du thé pouvant jouer le réle de molécules chélatantes des ions
calcium), a différentes concentrations (Chapitre 5 partie 1 c).).

e COT

Pour mémoire, I'oxalate de calcium trihydraté est la phase la moins présente dans les calculs rénaux.
Il s’agit d’'une phase métastable qui peut étre formée assez facilement a faible concentration de
[Ca**] (0,010 & 0,001 M), et sous agitation forte. La morphologie du COT est trés particuliére, en
feuillets. Grace a cette morphologie, sa présence est aisément mise en évidence par MEB. Il y a
relativement peu d’article dans la littérature relatifs aux différentes morphologies que peut adopter
la phase de COT [18], [63].
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Figure 1-20 : Images MEB du COT a & b) Synthése équimolaire a T<4°C et [Ca®*] = 0,001 M. c) Synthése en exces d’ions
oxalates (1/10) a T,,, et [Ca®"]=0,001 M par ajout brutal d’une solution dans I’autre. Les cristaux colorés en rouge et en
bleu correspondent respectivement aux COM et COD. Les diffractogrammes des deux échantillons sont présentés ici
avec la fiche JCPDS du COT (les astérisques rouge et bleue correspondent aux COM et COD, respectivement).

Deux types de morphologies étroitement liés sont observés sur la Figure 1-20. Les images a) et b)
montrent un empilement de plaquettes (ou lamelles) tandis que I'image c) présente des feuillets
désolidarisés les uns des autres. Aucune autre morphologie n’a été observée pour cette phase. On
peut noter l'apparition des phases COM (en rouge) et COD (en bleu) sur la Figure 1-20c. Le
diffractogramme de I’échantillon permet également de valider leur présence. Le faible rapport
signal/bruit est di ici a la faible masse de produit récupérée (~ 5 mg).

Dans cette partie, nous avons présenté les différents oxalates de calcium hydratés qui sont au cceur
de ce sujet de these. Leurs caractéristiques spectroscopiques et structurales ont été évoquées. Les
différentes synthéses mises en ceuvre lors de nos travaux ont permis d’obtenir des phases pures qui
ont par la suite été analysées a |'aide de différentes techniques : spectroscopies FTIR et Raman, DRX,
ATD/TG et MEB. La combinaison de toutes ces techniques d’analyses est nécessaire afin de connaitre
tous les aspects des composés synthétisés. Dans la suite de ce manuscrit (Chapitre 3 et 4), nous
proposons d’utiliser une autre technique qui peut étre considérée comme complémentaire des
précédentes; la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) en phase solide. Cette technique

spectroscopique permet de sonder un type donné de noyau (*H, ©°C, *Ca) tout en conservant des
informations sur la structure a plus longue distance du matériau considéré (ordre local et ordre a

moyenne distance).
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2. Apatite et apatites substituées

Une partie importante des travaux de cette thése concerne également I’"hydroxyapatite (HAp), de
formule stoechiométrique Ca1o(P0,4)s(OH),. Il s’agit d’un phosphate de calcium largement étudié dans
le domaine de la biominéralisation [64]. En effet, il s’agit d’'un biominéral majoritaire dans les tissus
osseux, les dents, etc. Ce minéral est également présent dans certains calculs rénaux, d’olu son étude
ici [65]. A la surface des papilles rénales, un dépot particulier (appelé plague de Randall) sert parfois
de noyau pour la croissance de |'oxalate de calcium. Celui-ci est composé principalement de
phosphate de calcium apatitique comme expliqué dans I'Introduction. Dans ce cas, I'apatite
considérée est partiellement substituée (en particulier par des ions carbonates).

a) Structures hexagonale et monoclinique

Extrémement étudiées, les apatites substituées sont des composés fascinants de par leur présence
chez les mammiferes mais également de par certaines de leurs propriétés ; I'hydroxyapatite peut
étre utilisée pour capturer et immobiliser des métaux lourds (comme le plomb ou le cadmium) [66],
[67], ou en tant que support de catalyseur [68]. Elle présente la plupart du temps une structure
cristalline hexagonale, mais il est possible de la trouver sous forme monoclinique. Comme nous le
verrons ci-aprés, les structures se composent d'un réseau de tétraédres PO,> (orthophosphates)
maintenus par des ions Ca’* intercalés entre eux. Stricto sensu, le terme apatite désigne trois
minéraux : |'hydroxyapatite, ou HAp, Cais(PO.)s(OH),, la chloroapatite, Ca;o(PO.)sCl, et la
fluoroapatite, Cao(PO.)6F,. Toutes ces structures sont caractérisées par Z = 2 et le groupe d’espace
P63:/m. Les arrangements atomiques de ces trois structures se différencient principalement par les
positions [0 O z] des entités anioniques (OH™, CI7, F7, respectivement). On notera la présence de deux
sites calcium, Cal, Ca2, un site de phosphore, P, et trois sites d’oxygéne 01, 02, 0O3. Pour HAp, les
paramétres de maille sont: a = 9,417(2) A, ¢ = 6,875(2) A. Les positions de P et 01, 02, O3 sont
guasiment superposables dans les trois structures décrites ci-dessus. L’atome central, P, est en
position spéciale 6h. L'atome Cal présente une coordinence de 9 (position 4f) (9 liaisons Ca—0). Ce
polyédre est peu sensible a la nature de I'anion OH™, CI” ou F". Ce n’est plus le cas pour I'atome Ca2
qui présente quant a lui une coordinence de 7 (6 liaisons Ca—0 et 1 liaison Ca—X avec X = OH", CI” ou
F7). Les cations Ca2 forment des triangles dans les plans z = % et z = % et I'anion considéré est en
position [0 0 z] dans la colonne. Dans le cas de F, z = %. Les anions OH™ et CI” sont beaucoup plus
volumineux : il en résulte que z # %. Un tel déplacement dans les colonnes conduit a la suppression
du plan miroir situé a z = % et a la perte (au moins locale) de la symétrie P63/m: en effet, seule une
des deux positions (au dessus et en dessous du plan miroir) peut étre effectivement occupée.
Néanmoins, et a de rares exceptions pres (voir ci-dessus), le cristal est considéré dans son
ensemble : chaque site relié au miroir est occupé a 50 % et la symétrie P63/m est globalement
conservée. Bien entendu, il est tout a fait possible de s’intéresser plus précisément a I'ordre local au
niveau des colonnes anioniques (OH~, CI” ou F"). Si I'on suppose un ordre régulier (en-dessus ou en-
dessous du plan miroir) dans une colonne donnée, alors le réarrangement des polyedres concernés
implique un ordre inverse (en dessous ou en dessus du plan miroir) d’une colonne adjacente le long
de I'axe b. Il en résulte un abaissement de la symétrie de la structure : P6;/m — P2,/b (symétrie
monoclinique voir Figure 1-21 et Tableau 1-10). Elliott a décrit cette structure dans plusieurs articles,
dont un en 1973 [69], dans lequel il donne une description des parameétres cristallins et décrit la
synthése a partir de chloroapatite. Ces parametres seront repris en 2002 par Suetsugu [70], tout en
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permettant une meilleur détermination des positions des groupements OH". La Figure 1-21 reprend
les parametres de ce dernier travail. Sur cette derniere on remarque les colonnes d’'OH™ présentant
des directions O — H inversées entre colonnes adjacentes.

° H
Q@ o

O »r
0 -
PO,
Colonnes de OH-

Figure 1-21 : Structure cristalline de I'hydroxyapatite stoechiométrique monoclinique [70].

Tableau 1-10 : Paramétres de maille et coordonnées atomiques de I'hydroxyapatite, monoclinique d'aprés [70].

Parametres de maille v (%) a(A) b (A) c(A)
119,980 9,424 9,424 6,879
Atome X y z
0(1) 0,48420 0,32788 0,75830
0(2) 0,15670 0,58605 0,24650
0(3) 0,32780 0,49213 0,25920
0(4) 0,53450 0,31112 0,24370
0(5) 0,12200 0,54334 0,73340
0(6) 0,58630 0,48253 0,23770
0(7) 0,74650 0,29076 0,07850
0(8) 0,07920 0,41302 0,58200
0(9) 0,32780 0,37519 0,08200
0(10) 0,73760 0,29506 0,43760
0(11) 0,08930 0,42890 0,94010
0(12) 0,35650 0,38223 0,43990
0(13) 0,99970 0,25007 0,30340
P(1) 0,63125 0,26521 0,25469
P(2) 0,02971 0,44896 0,75148
P(3) 0,39787 0,43419 0,25468
Ca(1) 0,32641 0,58033 0,00081
Ca(2) 0,34044 0,58694 0,49779
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Ca(3) 0,24599 0,24649 0,25293

Ca(4) 0,99330 0,62305 0,74424
Ca(5) 0,25397 0,37346 0,75590
H(1) 0,99500 0,25300 0,43700

Notons que dans le cas des HAp naturelles, des impuretés (ou des lacunes) sont systématiquement
présentes ce qui tend a détruire I'ordre des anions dans les colonnes; Il en résulte le groupe
d’espace P6s/m (hexagonal). Cette situation est trés bien décrite par Sudarsanan et Young [71] dans
le cas de I'HAp de type Hollysprings. Les auteurs démontrent que la structure est hexagonale et que
~ 8 % des groupements des hydroxyles sont remplacés par des fluorures. La Figure 1-22 présente la
structure hexagonale de I’hydroxyapatite telle que proposée par Sudarsanan en 1969 [71].

Colonnesde OH-

Figure 1-22 : Structure cristalline de I'hydroxyapatite stcechiométrique hexagonale (le taux d’occupation < 1 est
représenté par une demi-sphére). D’aprés Sudarsanan et Young [71].

Tableau 1-11 : Parameétres de maille et coordonnées atomiques de I'hydroxyapatite hexagonale, d'aprés [71].

Paramétres de maille v () a(A) b (A) c(R)
120 9,424 9,424 6,879
Atome Occ. X y z
0(1) 1,00000 0,32840 0,48480 0,25000
0(2) 1,00000 0,58730 0,46510 0,25000
0(3) 1,00000 0,34370 0,25790 0,07020
0(4) 0,50000 0,00000 0,00000 0,19500
P(1) 1,00000 0,39870 0,36850 0,25000



Ca(1) 1,00000 0,33333 0,66667 0,00150
Ca(2) 1,00000 0,24680 0,99340 0,25000
H(1) 0,50000 0,00000 0,00000 0,06080

Les ions Ca”" se situent dans deux sites différents : dans des colonnes alignées avec précision (Cal),
et en triangles équilatéraux en noirs sur Figure 1-22 (Ca2). Les OH™ se situent eux dans des colonnes :
deux colonnes d’'OH™ accolées seront orientées dans les deux directions opposées. Comme expliqué
précédemment, cette configuration implique qu'il y ait une interférence stérique entre des OH™
adjacents dans les colonnes. Cette interaction est compensée par omission d’un groupe OH™ ou par
le remplacement d'un OH™ avec un autre anion fluorure, chlorure, etc.

b) Substitutions et réle des carbonates

Comme nous l'avons évoqué lors de la description des deux structures cristallographiques de
I’hydroxyapatite, des substitutions peuvent étre présentes dans les échantillons naturels ou lors de
synthéses avec ajout d’anions et/ou de cations. Ces substitutions peuvent étre obtenues
volontairement ou résultent d’'une pollution de I’échantillon (par exemple des carbonates présents
en solution aqueuse). Il existe deux types de substitutions au sein de la maille cristalline dépendant
de I'espece substituée ; les substitutions en site A ou en site B.

Cayo(PO,)¢(OH),

C** )

Substitutions C* et A-

e o e ©

A Si0,*, CO.2, F-...
C*: Mg?*, Zn?*, Sr2*...

|

f

a =)= b

Figure 1-23 : Substitutions anioniques et cationiques possibles en sites A et/ou B de I'hydroxyapatite stoechiométrique
(ici hexagonale).

La Figure 1-23 rappelle la structure hexagonale de I’"hydroxyapatite et les deux types de substitutions
ioniques possibles. Les sites A concernent les groupements hydroxyles et sont donc situés dans les
colonnes présentées ci-dessus ; les sites B quant a eux concernent les groupements phosphates. Il a
été montré que la bioactivité des apatites est notamment due a ces nombreuses substitutions
possibles [72].

La dentine, recouverte par I’émail des dents est composée a plus de 70 % d’hydroxyapatite. L'émail
dentaire est également principalement formé d’hydroxyapatite. On retrouve dans ces matériaux un
grand nombre de substitutions ioniques, chaque type d’ion leurs donnant des propriétés différentes.
Par exemple, des ions fluorures sont présents et permettent la prolifération d’ostéoblastes (cellules
permettant la minéralisation de la matrice non-minérale) et inhibent I'activité des ostéoclastes
(cellules participant a la résorption du tissu osseux) [73]. La présence d’ions magnésium joue un rdle
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dans la dureté de la matrice osseuse ainsi que dans le développement des caries de I’émail dentaire
[74]. En ce qui concerne l'os, les ions carbonates sont présents dans les deux sites de substitution A
et B. Leur présence permet d’augmenter la concentration locale de calcium et de phosphate pour la
formation d’os nouveau [75], d’accroitre la solubilité du minéral [76] : en d’autres termes, |'apatite
carbonatée (CHAp, i.e. hydroxyapatite avec des substitutions par des ions carbonates) est « plus
proche » du minéral de I'os que I’hydroxyapatite stcechiométrique [77], [78]. Afin d’augmenter la
bioactivité de I'apatite (par exemple pour la reconstruction osseuse), il est possible également d’y
incorporer des silicates [79], [80]. Pietak et coll. évoquent la présence de traces de silicates au cours
des stades précoces de la biominéralisation de I'os et montrent I'augmentation de I'activité
biologique des hydroxyapatites silicatées [81].

D’autres types de substitutions ont pu étre effectuées, notamment avec le plomb et le vanadium
[82]. Ces deux ions sont connus pour modifier les propriétés redox et catalytiques de I'HAp. Ces deux
cations peuvent se substituer a des ions calciums (Cal et Ca2), générant ainsi un désordre structural.
D’autres types de substitutions cationiques sont reportés dans la littérature comme par exemple par
des ions strontium ou baryum [83].

c) Synthéses mises en ceuvre

Nous avons synthétisé I’hydroxyapatite par deux voies de syntheses différentes ; (i) par précipitation
par goutte a goutte (voir ci-dessus la synthese des oxalates de calcium), (ii) en bombe
hydrothermale (autoclave). Chacune de ces synthéses respecte le ratio calcium/phosphates de 1,67
nécessaire afin de synthétiser de I’"hydroxyapatite stoechiométrique. La synthese de I’hydroxyapatite
a pour but ici d’'imiter la plaque de Randall, cette derniére présente une surface relativement plane
permettant la croissance hétérogene de I'oxalate de calcium.

I Précipitation par goutte d goutte

Cette technique de synthese, également appelée « par voie humide », est une synthése
d’hydroxyapatite déja largement répandue [84]. De la méme maniere que pour la synthese des
oxalates de calcium, elle consiste a mélanger deux solutions aqueuses contenant pour l'une, le
précurseur de calcium, et pour l'autre le précurseur de phosphate. Comme dans la synthése de
Takemoto et coll., nous avons utilisé Ca(NO;),4H,0 ou CaCl, comme précurseurs de calcium et
(NH4),HPO, comme précurseur de phosphates. Plusieurs paramétres peuvent étre adaptés lors de
cette synthése, comme le pH, le débit du goutte a goutte, la température, etc. Cette synthése étant
réalisée en atmosphére non controlée, il y a naturellement un risque de substitution par des
carbonates. Néanmoins, nous avons effectué des substitutions par des ions carbonates et sodium
par ajout d’un réactif extérieur (NaHCO; ou NaCl), pour mimer au mieux les apatites biologiques.
Comme nous le verrons par la suite, 'enrichissement des carbonates en *C peut étre effectué en
utilisant NaH"CO:;.

Il est donc important d’étre rigoureux en termes de pH et du rapport Ca/P afin d’obtenir une phase
pure d’apatite : le rapport Ca/P est le paramétre le plus fondamental. S’il est différent de cette
valeur, d’autres phases sont susceptibles d’étre formées (Tableau 1-12).
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Tableau 1-12 : Principaux phosphates de calcium.

\[e]q3} Formule Rapport Ca/P
Phosphate monocalcique MCPM Ca(H,P0,),-H,0 0,5
monohydrate ou anhydre MCPA Ca(H,P0Oy,),
Monetite DCP CaHPO, 1
Brushite DCPD CaHPO,:2H,0
Phosphate octacalcique OcCP CagH,(P0O,)6:5H,0 1,33
Phosphate tricalcique TCP Cas(P0O,), 1,5
Hydroxyapatite Hap Cay(PO,)6(OH), 1,67
Phosphate tetracalcique TTCP Ca,(P0O,),0 2

Deux solutions, contenant chacune un précurseur, sont préparées: Ca(NOs),:4H,0 (ou CaCl,) a
0,500 M et (NH,),HPO, a 0,003 M dans de I'eau distillée. Lorsque des échantillons substitués sont
préparés, 3 équivalents de NaHCO; ou 6 équivalents de NaCl sont ajoutés a la solution de
phosphates. Le pH de la solution de phosphates est ajusté a 10 grace a une solution d’'ammoniac.
Cette solution est ajoutée a celle de calcium (goutte a goutte) sous agitation magnétique. La solution
est laissée sous agitation pendant 24 heures puis le précipité formé est récupéré par centrifugation
et lavé plusieurs fois a I’eau distillée. Ce dernier est ensuite placé une nuit a I’étuve (100°C) pour étre
séché puis broyé. La poudre récupérée est ensuite traitée thermiquement entre 450 et 550°C dans
un four a moufle.

il. Synthése en autoclave

Nous présentons ici un autre type de synthése s’appuyant sur le protocole précédent. Aprés I'ajout
goutte a goutte des deux solutions contenant les deux précurseurs de calcium et de phosphates, la
solution finale est placée dans une bombe hydrothermale (autoclave a pression autogene). Celle-ci
est mise a I'étuve a 180°C pendant 24h. Puis la solution est centrifugée, lavée a I'eau et séchée. Le
précurseur de calcium Ca(NO;),-4H,0 est remplacé ici par du CaCl,:2H,0, un précurseur ne
contenant pas de nitrates, qui peuvent étre explosifs a haute température. De la méme maniere que
précédemment, un traitement thermique (entre 450 et 550°C) a été appliqué aux poudres ainsi
obtenues.

Ces deux types de synthéses conduisent a des tailles et des morphologies de cristaux d’apatites
variées. Les résultats sont explicités dans la partie suivante.

d) Méthodes de caractérisation

i FTIR, une sonde a carbonates

La spectroscopie FTIR est particulierement utile pour pouvoir détecter les substitutions par des
carbonates [85]. La spectroscopie IR permet de différentier les deux types de substitutions (en sites
A ou B). Le spectre de la phase pure d’HAp synthétisée est présenté sur la Figure 1-24 (en noir).
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Figure 1-24 : Spectres FTIR (ATR) d’hydroxyapatites synthétiques. HAp (en noir) laissée a I’air pendant 24 hrs, HAp
carbonatée a I'air pendant 5 jours (en rouge), HAp carbonatée par NaHCO; (en bleu).

Les deux autres spectres montrent la substitution partielle de I'HAp par des carbonates : substitution
a I'air libre (en rouge) pendant 5 jours (sans précaution expérimentale particuliére) et substitution
par ajout du précurseur carbonaté NaHCO; (en bleu).

Tableau 1-13 : Attributions des bandes de vibrations IR (en cm'l) d’HAp synthétiques d’apres [86], [87] et [88].

Apatite carbonatée Attributions

3570 vw Elongation sym OH’ v(ou,)
3530-2925w, b Elongation O-H v(op
1639w, b Déformation H,0

1495 sh Elongation antisym Va(co,”)
1456 Elongation antisym Va(co,?)
1415 Elongation antisym Va(co,?)
1093 s Elongation antisym Va(po,*)
1015 vs Elongation antisym Va(po,”)
960 s Elongation sym Vs(po,%)
874 m Déformation en dehors du plan CO5*

‘v’ pour very, ‘s’ pour strong, ‘m’ pour medium, ‘w’ pour weak, ‘b’ pour broad, et ‘sh’ pour shoulder.

Le Tableau 1-13 donne les principales attributions. Les spectres sont nettement dominés par les
bandes des ions phosphates (correspondant & I’élongation antisymétrique & 1015 cm™). On
remarque par la présence de signaux correspondant aux carbonates que I'HAp n’est pas pure. Si
aucune attention particuliere n’est portée lors de la synthese, des substitutions en carbonates
apparaissent via le CO, de I'air et celui dissous dans I'eau. Les substitutions en CO;* s’observent sur
le spectre principalement entre 1400 et 1600 cm™. Il est possible de différencier les types de
substitutions (A ou B) par spectroscopie FTIR. Les signaux a 1415, 1456 et 1500 cm™ sont
caractéristiques des substitutions en sites B, tandis que les signaux vers 1456 et 1549 cm™ sont
caractéristiques des sites A [89], [90] et [85]. Les substitutions en sites A sont également
accompagnées d’une diminution de I'intensité du signal a 3570 cm™ correspondant aux OH™ des
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colonnes. La zone vers 875 cm™ est aussi un moyen de différencier les substitutions de types A et B.
La résolution des spectres ne permet pas une étude plus approfondie (i.e. déconvolution) de cette
partie du spectre (900 — 820 cm™). La présence de sodium dans I’hydroxyapatite substituée modifie
les valeurs des bandes de vibrations des carbonates. La présence de Na* dans la structure apatitique
est clairement démontrée par le déplacement du doublet v(CO;>) (élongations antisymétriques) des
carbonates de type A dans la région normalement associée aux carbonates de type B. Par
conséquent, un trés fort chevauchement entre les bandes FTIR est observé (voir cercle vert
Figure 1-24). Pour plus de détails sur cette problématique, le livre de Fleet [91] est une référence.
Les spectres FTIR semblent montrer que les substitutions présentes dans les matériaux étudiés sont
de type B majoritairement. Cependant le signal a 3570 cm™ diminue et la présence de sodium décale
les signaux des sites A: nous pouvons supposer qu’il existe donc un certain pourcentage de
substitutions de type A.

ii.  La Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X permet également d’avoir une trés bonne idée de la pureté des composés
synthétisés tout en donnant des informations sur la taille moyenne des cristaux obtenus. Les
différents traitements thermiques (450-550°C avant pastillage ou 1100°C apreés pastillage) effectués
ont permis de modifier la cristallinité des HAp. Ces pastilles serviront de « copies » de la plaque de
Randall pour des expériences décrites dans le Chapitre 5.

lllll
L —

10 20 30 40 50 60
2theta

Figure 1-25 : Diffractogrammes d’Hap traitées a différentes températures, a 100°C (en bleu), a 450°C (en rouge) et a
1100°C (en vert). En noir, la fiche JCPDS 9-432 (hexagonale).

La Figure 1-25 montre que le traitement thermique est essentiel afin d’obtenir de I'HAp tres
cristallisée. Les pics de diffraction sont tous en accord avec les données JCPDS (9-432). A partir de
ces diffractogrammes, il a été possible de calculer la taille moyenne des cristallites grace a la formule
de Scherrer :

KA (1-2)
B cosB

Ly =
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ou K est le facteur de forme constant (K = 0,89), A est la longueur d’onde de la source de rayons X
(A=0,154 nm), 6 est I'angle de diffraction et B est la largeur a mi-hauteur corrigée du pic de
diffraction considéré :

(1-3)
,8 = \/,Bzmesuré - ,Bzinstrumental

avec Binstrumental = 0;030
On obtient des tailles d’environ 25 nm pour une calcination a 100°C, ~ 44 nm a 450°C et ~ 330 nm a
1100°C. Le traitement thermique permet donc d’augmenter la taille moyenne des cristallites.

iil. Microscopies électronique en transmission (MET) et d balayage (MEB)

La Figure 1-26 présente des images MET de deux échantillons d’hydroxyapatites obtenues par les
deux types de syntheéses décrites ci-dessus. Par voie humide (Figure 1-26a) les cristaux obtenus sont
irréguliers et principalement sous forme de batonnets. La taille des grains varie de 10 a 50 nm en
longueur, 10 nm en largeur. L'image en Figure 1-26b montre les nanocristaux obtenus en autoclave.
lIs présentent une morphologie un peu plus homogeéne (également en batonnets ou « grains de
riz »), allant de 20 a 100 nm.

100 nm

Figure 1-26 : Images MET a échelle équivalente d'Hap synthétisée par goutte a goutte (a) et en autoclave (b).

Aprés synthése, les nanocristaux d’HAp sont traités thermiquement afin d’augmenter la taille des
particules, voire effectuer un frittage et augmenter la cristallinité (comme démontré par DRX). Les
traitements thermiques effectués vont de 450 a 1100°C. Le départ des ions carbonates s’effectue
entre 600 et 800°C. Les poudres synthétisées ont été tout d’abord chauffées entre 450 et 550°C puis
pastillées et finalement frittées a 1100°C (Figure 1-27).
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Figure 1-27 : Images MEB d'Hap apres pastillage et frittage a 1100°C.

Une surface relativement plane est obtenue. Les cristallites ont désormais une morphologie
polyédrique et peuvent atteindre une taille micrométrique. Une polydispersité en taille est
clairement mise en évidence. Les hydroxyapatites carbonatées (synthétisées en présence de

NaHCO;) ont été analysées par analyses chimiques élémentaires.
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Chapitre 2: Résonance Magnétique Nucléaire et Dynamic Nuclear
Polarization

Avant d’aborder la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), il convient d’expliquer rapidement ce
« qu’est un spin » (si cela est possible !). Nous verrons ensuite comment il intervient dans cette
méthode d’analyse spectroscopique. Le spin est une propriété intrinséque de certaines particules
(noyau, électron, neutron, photon etc.), caractérisé mathématiquement par un moment angulaire

T : on démontre (théoreme de Wigner-Eckart) que si I# 6, alors il existe simultanément un moment

el 4 . 7 . N ?
magnétique, U, colinéaire a I tel que :

g=yhl (2-1)

Figure 2-1 : Représentation schématique d’un spin
nucléaire en présence d’un champ magnétique B,,.

Sous linfluence d’'un champ magnétique externe By, le moment magnétique effectue un
mouvement de précession (voir Figure 2-1). Cette précession s’effectue a une vitesse angulaire
connue sous le nom de pulsation (®,) ou fréquence de Larmor (vy):

wo = —YBo (2-2)
ou
vo = | v|Bo/2m (2-3)

avec v le rapport gyromagnétique (propre a chaque noyau) en rad.s T, y peut étre positif ou
négatif.

Nous utilisons ici les notations de Levitt [1] relatives au signe relatif de ®,.

Les premieres expériences de magnétisme nucléaire a 'aide de jets moléculaires ont été effectuées
par Rabi et coll. [2]. Cet article est fondamental, dans le sens ou il établit que les méthodes de
résonance sont optimales pour la détection du magnétisme nucléaire. Il est d’ailleurs fait mention
dans une note de I'article de I'influence cruciale de Gorter sur la pertinence de cette méthode de
détection [3]. La Résonance Magnétique Nucléaire sera élargie a la matiére condensée (solides,
liquides, gaz sous pression) quelques années plus tard par Bloch [4] et Purcell [5] qui peuvent étre
considérés comme les péres fondateurs de la RMN moderne. lls obtiendront ensemble le Prix Nobel
de physique en 1952 : « for their development of new methods for nuclear magnetic precision
measurements and discoveries in connection therewith ». Le chapitre 1 de I'ouvrage d’A. Abragam
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[6] présente un excellent résumé des différentes méthodes de détection mises en ceuvre en
magnétisme nucléaire.

B, off

Figure 2-2 : Levée de dégénérescence pour un spin | = % (ici y > 0).

D’un point de vue énergétique, les isotopes possédant un spin nucléaire non nul, lorsqu’ils sont
placés en présence d’'un champ magnétique intense, By, vont subir une levée de dégénérescence
(Figure 2-2), i.e. une séparation des niveaux d’énergie ; c’est I'effet Zeeman. |l y aura alors deux
niveaux d’énergie différents caractérisés par

Em = —ymhBy (2-4)
(avec -l <m < +l).
Dans un traitement quantique, cet effet peut étre traduit par un Hamiltonien :
H,=—yBl, (2-5)
avec [, la projection de I'opérateur de spin selon I’axe z, (on prend ici la convention h = 1).

Lorsqu’une radio-fréquence correspondant a la fréquence de Larmor du spin étudié interagit avec
I’échantillon, il y aura des transitions entre états de spins : on parle alors de résonance et il y a
création d’'une aimantation transversale (perpendiculaire au champ By). Le retour a I'état d’équilibre
(la relaxation) entraine I'émission d'une onde électromagnétique qui peut étre détectée par une
bobine : c’est ce qui est mesuré par RMN via |'enregistrement du FID (Free Induction Decay) dans le
domaine temporel. Ce phénomene est décrit principalement par deux temps de relaxation : T, et T,
(voir Figure 2-3).

e T, correspond au temps de relaxation longitudinal, spin-réseau. Il peut étre visualisé par le
retour de la magnétisation selon I'axe z (parallele a By).

e T, correspond au temps de relaxation transverse, spin-spin. Il est directement visualisé par
la perte de cohérence dans le plan de mesure x-y (perpendiculaire a By).
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a) b)

Figure 2-3 : lllustration trés succincte de : a) Relaxation T4, b) Relaxation T,, 3) Relaxation T;-T,.

D’apres la loi fondamentale de Boltzmann de la mécanique statistique, les populations P,, des
niveaux d’énergie sont proportionnelles a :

ymhB (2-6)

_Em
exp (W) = exp (T)

avec k = 1,38.10% J.K™* la constante de Boltzmann.

A température ambiante et pour By entre 10 et 20 T, les écarts AE (Figure 2-2) sont tres faibles et les
P, sont quasiment identiques. Il en résulte que la sensibilit¢ de la RMN comparée a d’autres
techniques spectroscopiques (comme la RPE) est bien plus faible. Cependant, il s’agit d’une
technique non-destructive, non invasive et applicable a de nombreux types de matériaux. Plusieurs
méthodes permettent d’augmenter la sensibilité de la RMN :
- l'augmentation du nombre de spins, c'est-a-dire 'augmentation de la quantité d’échantillon
a analyser,
- I'enrichissement isotopique,
- l"'augmentation du champ externe By,
- ladiminution de la température,
- l'utilisation de séquences d’impulsions spécifiques comme la polarisation croisée (notée CP
par la suite),
- les techniques d’hyperpolarisation (***Xe, Dynamic Nuclear Polarization (notée DNP dans la
suite), etc.),
- l'utilisation de technologies d’instrumentation poussées (micro-bobines...).

1. RMN a I’état solide : généralités

L'analyse d’un spectre RMN peut étre considérée comme celle des interactions influengant I'effet
Zeeman nucléaire. Tous les Hamiltoniens des interactions prises en compte en RMN peuvent étre
considérés comme des perturbations de I’Hamiltonien Zeeman (Hz) vu précédemment, en général
au 1% ou au 2™ ordre, au sens des perturbations. Ces différentes interactions peuvent apporter des
informations locales sur le noyau étudié. Dans cette section, nous analyserons rapidement les
différentes interactions mises en jeu, puis nous expliciterons les différentes séquences d’impulsions
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utilisées au cours de cette thése. Les noyaux quadripolaires rencontrés feront I'objet d’une courte
partie. Nous présenterons également certains aspects théoriques et expérimentaux de la DNP MAS.

a) Interactions pour un spin | =%

On considere généralement :

- l'interaction de déplacement chimique dont la moyenne est le déplacement chimique
isotrope.

- linteraction dipolaire directe (D), homonucléaire ou hétéronucléaire.

- Il'interaction quadripolaire (I > 7).

- linteraction de couplage scalaire J (ou indirecte).

La Figure 2-4 présente un résumé des interactions agissant sur un systeme de spins (i,j). On
distingue : (i) les interactions externes comme l'interaction Zeeman et les champs radiofréquence
(RF) a la résonance (chemin 1), (ii) les interactions internes au systéme de spins (chemins 2 et 3) et
enfin la relaxation nucléaire et électronique (chemins 4 et 5).

Electrons

/N

Spin 2 Spin
nucléaire i nucléaire j

\ |/

Phonons

Figure 2-4 : 1 : Interaction Zeeman. 2 : Interaction dipolaire directe. 3 : Couplage scalaire, interaction quadripolaire,
interaction paramagnétique. 4-5 : Relaxation d’apres [7].

Le Tableau 2-1 donne un apercu des ordres de grandeur de ces interactions en RMN a I'état solide.
La suite de cette section les décrit de maniere plus détaillée.

Tableau 2-1 : Ordre de grandeur des interactions en RMN a I'état solide (en Hz).

Zeeman Quadripolaire CSA Dipolaire Scalaire J
~10° ~10° ~10%*10* ~10*10* ~<100

I Déplacement Chimique

Cette interaction reflete I'environnement chimique et permet d’obtenir des informations sur la
nature des liaisons chimiques impliquées et sur la symétrie locale. Les électrons qui entourent le
noyau créent un champ magnétique secondaire qui s'oppose en général au champ principal By. Ce
champ local contribue au champ total « vu » par le noyau, B’. C’'est le phénoméne d’écrantage du
cortége électronique (Figure 2-5). En solution isotrope,

B' = Bo(1 — o) (2-7)
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et
HAz+Hes = —)/B'iz (2-8)

@

Figure 2-5 : Représentation schématique du tenseur d’écrantage d’apres [1].

ou o est le coefficient d’écrantage.

Le déplacement chimique est décrit par une composante isotrope et une autre anisotrope.

L’anisotropie de déplacement chimique (Chemical shift Anisotropy CSA) est une interaction propre
au solide car moyennée a sa valeur isotrope par les mouvements browniens en solution. Cette
interaction est bien décrite mathématiquement par un tenseur de rang2 que l'on supposera
symétrique [7], [8] (voir généralisation ci-dessous) : il en résulte un élargissement des raies en RMN
en phase solide.

il. Interaction dipolaire directe D

Linteraction dipolaire directe représentée par I'Hamiltonien Hp provient du couplage via I'espace
entre les moments magnétiques de deux noyaux (Figure 2-6). Elle peut étre homonucléaire ou
hétéronucléaire. La constante de couplage dipolaire direct est donnée par I'équation suivante
(exprimée en Hz) :

ﬂ )/i)/jh (2-9)
41 Tij3

Dij=—

avec U la perméabilité magnétique du vide, y;; les rapports gyromagnétiques des noyaux i,j, ri; la
distance internucléaire et h la constante de Planck réduite.

Figure 2-6 : Représentation du couplage dipolaire direct entre deux spins i et j d’apres [1].

L’Hamiltonien dipolaire homonucléaire entre deux spins i et j s’exprime ainsi :

—~ 1 JR . a -
HD, homonucléaire — E (SCOSZHij - 1)Dij(3liz- Ijz - Ii- I]) (2 10)
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avec 0;I’angle entre la direction de la paire de spins i-j par rapport au champ B,.
De méme, I’Hamiltonien dipolaire hétéronucléaire entre deux spins i et j s’écrit :

—~ 1 . s -
HD, hétéronucléaire = E (3C05291j - 1)Dij2112- Ijz (2 11)

A partir de la mesure de Dy, il est ainsi possible de remonter aux distances interatomiques. En
solution isotrope, les interactions dipolaires (parties séculaires) sont moyennées a zéro (les parties
non séculaires de I'interaction dipolaire participent néanmoins a la relaxation nucléaire).

iil. Interaction de couplage scalaire |

Le couplage scalaire ou interaction dipolaire indirecte (représentée par I'Hamiltonien H,) concerne
les interactions entre spins voisins mais par I'intermédiaire des électrons de liaison (voir Figure 2-7).
On parle d’interaction a « travers les liaisons » (through bonds) par opposition a linteraction
dipolaire qui agit « a travers I'espace » (through space). Elles sont en général bien moins « intenses »
que les interactions de déplacement chimique et les couplages dipolaires (voir Tableau 2-1). En RMN
a I'état solide elles sont plus difficilement détectables mais des expériences MAS (voir partie 2 de ce

Chapitre) a trés haute fréquence de rotation permettent de les révéler.

Plus haute Plus basse
énergie énergie

Figure 2-7 : Représentation schématique du couplage scalaire J d’apres [1].

En solution isotrope, I’Hamiltonien ) homonucléaire s’écrit :

~

Hj homonuctaire = 27513 I (2-12)
L'Hamiltonien ) hétéronucléaire s’écrit pour sa part :
Hj nétéronuciéaire = 275l iz, I (2-13)
Ji est une valeur algébrique.

En prenant toutes ces interactions en considération, I'"Hamiltonien du systeme (sans l'interaction
qguadripolaire, ni les champs RF) est donné par :

H=H;+ Hc+ Hp + H; (2-14)
Hcs, Hp et Hj correspondent aux Hamiltoniens des interactions internes au systéme de spins. Dans
tout ce qui précede, et ce pour toutes les interactions rencontrées, seules les parties isotropes de
celles-ci ont été prises en compte dans I'écriture des Hamiltoniens associés. On remarquera que
dans le cas de I’Hamiltonien Hp, de valeur isotrope nulle, la dépendance explicite de I'Hamiltonien
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en fonction d’un parametre géométrique (6;) a volontairement été introduite. Cette dépendance est
caractéristique de I'anisotropie de I'interaction dipolaire. De fait, toutes les interactions rencontrées
en RMN sont anisotropes par nature (CSA, anisotropie de J). Une trés bonne approximation consiste
a les représenter mathématiquement par des tenseurs de rang 2, symétriques [7]. Pour chaque
interaction agissant au niveau d’un spin donné, on peut définir un repére perpendiculaire normé,
centré au noyau, tel que la représentation matricielle de l'interaction soit diagonale. Ce repére
correspond au repére des axes principaux. Les valeurs diagonales sont appelées valeurs propres de
I'interaction Oxx, Oyy €t 8z pour l'interaction CSA et Jyx, Jvy, Jzz pour l'interaction J. La moyenne
arithmétique des valeurs propres correspond a la valeur isotrope &, = 1/3 (0xx + Oy + 0z) et
Jiso =1/3(xx + Jyv + Jz). A I'état solide (en supposant I'absence totale de mouvements locaux),
|"anisotropie des interactions se traduit par un élargissement de la raie de résonance associée a un
spin nucléaire. Au premier ordre en perturbation, la forme de raie observée se décrit
mathématiquement de maniere identique, et ce, quelle que soit I'interaction considérée. Ce point
est fondamental pour appréhender I'action de la rotation a I'angle magique. Une approche
guantitative des interactions sera donnée en section 2 de ce Chapitre.

En RMN en phase solide, le spectre d’un échantillon sera donc constitué d’autant de raies larges que
de sites cristallographiques indépendants. Dans le cas de solides désordonnés, des distributions des
différentes interactions seront a prendre en compte.

b) Noyaux guadripolaires : spécificités

L'interaction quadripolaire est particuliére car elle ne concerne que les noyaux ayant un nombre de
spin | strictement supérieur a % (entier ou % entier). Cependant, au regard du tableau périodique
(Figure 2-8), prés de 75% des noyaux sont caractérisée par un spin | > %. Cette interaction intervient
donc dans de nombreuses expériences RMN et doit étre prise en considération lors de I'étude de
matériaux d’intérét.

H l He
|Hydrogéne 1=1/2 Héfium
Li |Be B [C N O [F Ne
Uthium | Beryllium ’ Quadripolaire Bore Carbone Azate Oxygéne Fluor g Néon
Na Mg Al 'Si P S Cl |Ar
K |Ca Sc Ti |V Cr Mn\Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As |Se Br Kr
Potassium | Caldum | Scandium | Titane | vanadium | Chrome |Manganese | Fer Cobalt Nickel Cuivre zne Gallium Arsenic | Sélénium | Brome Krypton
Rb |Sr 'Y Zr Nb Mo Tc ’Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te | Xe
Rubidium | Strontium | ¥ttium [ Zirconium | Niobium e & henium | Rhodium Argent | Cadnium . Indium Etain | Antimoine | Tellure | lode Xénon
Cs Ba Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Tl |[Pb Bi Po [At |Rn
Césium | Baryum Hafnium | Tantale | Tungsténe | Rhénium | Osmium | Iridium [ Thallium L Plomb | Bismuth | Polonium ]|  Astate Radon
Fr |Ra

La |[Ce [Pr Nd|Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er \Tm Yb Lu

Lanthane ’m‘ Néodyme Samaﬂuln\ f&uvplum““ \f'erhlum\,l’n:msium\ (lhlml\lm\f Erbium \,ﬂ_nﬁum\f\’nerhium‘ Lutetium

Ac |[Th |Pa ‘U |[Np|Pu |Am|Cm|Bk [Cf [Es [Fm|Md|No |Lw

Figure 2-8 : Tableau périodique des éléments (I = % et noyaux quadripolaires).
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Les noyaux quadripolaires possedent une charge non sphérique, conduisant a un moment
qguadripolaire Q (celui-ci est tabulé pour chaque noyau quadripolaire). Il existe alors une interaction
entre Q et le gradient de champ électrique (EFG, Electric Field Gradient, V,, V,,, V,) résultant de la
distribution locale des charges. Contrairement a d'autres interactions magnétiques, I'amplitude de
I'interaction quadripolaire peut atteindre des valeurs tres élevées (jusqu'a plusieurs dizaines de MHz
voir Figure 2-9). Etant donné que cette interaction peut étre comparable a l'interaction Zeeman, ses
effets doivent étre calculés au premier et au second ordre en perturbation. De méme que pour les
interactions précitées, I'interaction quadripolaire peut étre représentée par un tenseur de rang 2,
symétrique et de trace nulle (comme l'interaction dipolaire), du fait de la loi de Laplace.

Figure 2-9 : a) Augmentation de Cq avec 11 = 0 constant. b) Augmentation de 1nq avec Cq constant d’apreés [9]. Pour ng =
0, Vxx = Vyy

Du fait de la trace nulle, I'interaction Q peut étre décrite par uniquement deux parameétres (voir
Figure 2-9) :

La constante de couplage quadripolaire, Cq, est :

eQVz (2-15)
Cq = A

Cq est une grandeur algébrique, donnée en général en MHz, V4 est la composante selon z du
gradient de champ électrique et h est la constante de Planck

Le parametre d’asymétrie du gradient de champ électrique, 1q, est :

Vyx — Vyy (2-16)
nq = TV
7z

avec 0 <no < 1.
Pour un noyau quadripolaire, I’Hamiltonien complet devient :
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H=ﬁz+ﬁCSA+ﬁD+H1+HQ (2-17)

Compte tenu de la grandeur de cette interaction (Tableau 2-1), I’'Hamiltonien quadripolaire peut étre
séparé en deux parties :

Ho= H® 4+ He®@ (2-18)

Ces deux parties correspondent a l'interaction quadripolaire au 1* et au 2" ordre, respectivement.
Pour | > % et demi-entier, les niveaux d’énergie sont classiquement repérés par m, (demi-entiers). La
transition +%<&F% correspond a la transition centrale. Les autres transitions a 1 quantum
correspondent aux transitions satellites. Linteraction quadripolaire au 1°" ordre n’affecte que les
transitions satellites (ST) tandis que I'interaction au 2™ ordre affecte a la fois les transitions satellites
et la transition centrale (CT) [10].

i Interaction quadripolaire au 1¢ ordre

L'interaction quadripolaire au 1* ordre perturbe les niveaux Zeeman et conduit, par exemple pour
un spin 7/2, a sept transitions distinctes a 1 quantum ; 6 ST et 1 CT (Figure 2-10). Le choix de | = 7/2
est justifié par nos études par RMN du calcium-43 (voir partie 2 c). ii.). On notera de plus que
v(*Ca) < 0 (-1,803.10" rad.s ".T™"). Comme évoqué précédemment, la transition centrale n’est pas
affectée a cet ordre de perturbation. En mode statique, cette interaction est dépendante de
I'orientation du repére des axes principaux du gradient de champ électrique du noyau par rapport a
B,. Il faut alors sommer les contributions relatives a toutes les orientations des cristallites dans
|’échantillon pour avoir la forme complete d’'une poudre microcristalline. Cela conduit a la
superposition d’'une forme large et symétrique due aux ST et une raie non élargie correspondant a la
CT (Figure 2-10).

E
\ P e
Hz - 81, .
I i §
ST,
e | ST,
ST, ST,
1/2 — e, ) i ST
—_¥_ »
42— cT
G — | 5h
PosT,
g ——" ¥ ! !
=iz I STs L L " : L L !
72— . : ’ L :
[l g
1* ordre ’ 3/7Cq :
Zeeman

quadripolaire

Figure 2-10 : Niveaux d'énergie pour un noyau de spin | = 7/2 avec y < 0 (ce cas s’applique au 4‘q’Ca). Les effets de
I'interaction quadripolaire au premier ordre n’affectent pas la CT (ici nq=0). La CT est centrée arbitrairement a 0 Hz.

On notera que l'interaction quadripolaire au 1°" ordre est indépendante du champ magnétique
externe By.

75



il. Interaction quadripolaire au 2" ordre

Quand la constante quadripolaire Cq devient trop élevée, I'approximation de I’"Hamiltonien par
Hq® n’est plus suffisante pour décrire le spectre. Il faut alors prendre en compte l'interaction
quadripolaire au 2" ordre, ﬁQ(Z). Dans ce cas-la, elle affecte toutes les transitions, CT et ST
(Figure 2-11).
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9 _:TI ................ >
| St ST,
A I ST-;“. e CT 2 ordre
S 1 sty ordre
e T quadripolaire
1% ordre 2™ordre
Zeeman

quadripolaire qguadripolaire

Figure 2-11 : Niveaux d'énergie pour un noyau de spin | = 7/2 avec y < 0. Les effets de l'interaction quadripolaire au
second ordre affectent la CT et les ST (ici ng=0).

A cet ordre, l'interaction est proportionnelle 3 Co? mais inversement proportionnelle au champ
magnétique By.

Le tableau suivant résume les différentes informations accessibles via I'étude des interactions
présentes en RMN du solide.

Tableau 2-2 : Informations récoltées par type d'interaction.

Interactions Informations

Anisotropie de déplacement chimique Coordinence
Géométrie
Symétrie locale

Interaction dipolaire Distances
Connectivités spatiales
Couplage scalaire J Liaisons chimiques
Connectivités chimiques
Interaction quadripolaire Symétrie locale

Gradient de champ électrique
Charges environnantes
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2. Rotation a I’angle magique

En 1959, Andrew et coll. [11] et Lowe et coll. [12] ont démontré qu’il était possible de moyenner les
composantes anisotropes du signal dues aux différentes interactions grace a la rotation a I'angle
magique (MAS) (Figure 2-12). Cet angle particulier, ~ 54,74°, permet de moyenner les interactions au

premier ordre dépendant de %(3COSZI,D — 1) et donc d’affiner les signaux (augmentation de la

résolution spectrale). L’angle magique 1, correspond a :

P2 (cos ) :%(3(:0521/) —1) = 0= Pn = 54,74° (2-19)

P2 cos ) correspond au polyndme de Legendre de degré 2.

VI‘Ot

Figure 2-12 : Rotation a I’angle magique (MAS). ;, correspond a I'angle magique.

La fréquence de rotation du rotor doit étre suffisamment élevée pour pouvoir moyenner de facon
efficace les composantes anisotropes des différentes interactions. Globalement, elle doit étre au
moins de I'ordre de grandeur de I'amplitude de I'anisotropie. Ainsi pour moyenner l'interaction
dipolaire hétéronucléaire totalement entre un noyau de °C et un proton 'H (r3c1y = 1 A) en
supposant une paire de spins strictement isolée, la fréquence de rotation doit étre de l'ordre
de 30 kHz (sinon on ne moyenne que partiellement cette interaction, cela se traduit par I'apparition
de bandes de rotation).

a) Déplacement chimigue et anisotropie de déplacement chimigue (Chemical
Shift Anisotropy CSA)

On a, en absence de toute réorientation macroscopique (mode statique),

1 -
wes(6,) = —woSiso — Ea)oACSA{B cos? 0 — 1 + nesasin? Ocos2 ¢} (2-20)
) —— _
Termes : Isotrope Anisotrope

avec d;,, le déplacement chimique isotrope, 8iso = %(5xx + Ovy + 877) ol Oxx, Oyy et 87z représentent

les valeurs propres dans le repére des axes principaux du tenseur CSA. Dans I'expression ci-dessus,
wcs est homogéne a une pulsation (rad.s™).

Acsa est I‘anisotropie de déplacement chimique avec Acsa = 87z — Jiso
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Tcsa €st le parametre d’asymétrie ncsa = avec les conventions suivantes : |87z — Jiso| =

|6XX_ 6iso| 2 |5YY_ 6iso|

Syy— Oxx
Ac

0 et ¢ determinent la direction de By dans le repéere des axes principaux (Figure 2-13).

Figure 2-13 : (XY Z) : repére des axes principaux. Ici le cristallite associé est supposé statique par rapport a B,.

En fréquence « infinie », a un angle y donné (orientation du rotor par rapport a By),
wes(6,¢) = —wobiso + P2(cos ) f1(6,¢) (2-21)

Dans I’équation ci-dessus, deux types de composantes sont remarquables : |la partie isotrope qui
définira le déplacement chimique isotrope indépendant des angles 6 et ¢, et un élargissement
résiduel correspondant a une fonction f,(B8, ¢) modulée par P(cos ). Lorsque P = 0°, la rotation
conduit a un spectre identique au mode statique. Lorsque ¥ = ¥nm, l'anisotropie est totalement
moyennée.

o biso
a) l b) 5 c) l

5 kHz
>

hl A

(ppm) (ppm) (ppm)

Figure 2-14 : Influence de l'interaction CSA (ncsa # 0) et de la rotation MAS a) Spectre Statique b) MAS 5 kHz c) MAS en
« fréquence infinie ».

Mathématiquement, on démontre que les discontinuités de la forme de raie statique correspondent
aux valeurs propres, dxx dyyet 8zz (Figure 2-14a). Pour une fréquence de rotation « infinie », un
spectre isotrope est obtenu (Figure 2-14c). Pour une fréquence de rotation comparable a
I'anisotropie (Figure 2-14b), on observe une collection de bandes de rotation, répliques de la
résonance isotrope. L’analyse des intensités relatives de ces bandes de rotation permet d’évaluer les
valeurs propres dyx Oyy et 8zz[13].
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b) Interaction dipolaire directe D

Pour le couplage dipolaire direct hétéronucléaire entre 2 spinsietj,ona:

1 -
p, hétéronucléaire(e) = Wo i EDll(g COSZ 9 - 1) (2 22)

alors que pour le couplage dipolaire direct homonucléaire I’équation devient :

3 -
Wp, homonucléaire(g) = Wo i ZD1](3 COSZ 0 — 1) (2 23)

wp est homogéne a une pulsation (rad.s™). Comme vu précédemment, le terme isotrope est nul ici.
Le terme anisotrope dépend uniquement de I'angle 8 entre I'axe de liaison des deux noyaux couplés
et le champ magnétique B,.

B « 50‘[
=00° o—0
20000 10000 0 40000 20000 Hz
s Bl | BO’[
0=60 Q""O
20000 10000 0 10000 20000 Hz
p B°T 2
0=5474° o ~N

B4 Q

9=30° |“ E" OT %
20000 10000 0 10000  -20000 , Hz

6=0° |"c P ‘ BOT I
20000 10000 O 10000 20000 Hz

All orientations 3/20;

B m |

4“) IMLML.\I | |lJ‘J‘||L‘|||.!|!MJ h.;u,u“m—

" 20000 10000 O 10000 20000 Hz

Figure 2-15 : Influence du couplage dipolaire homonucléaire a) sur le spectre statique et b) en rotation a I'angle
magique. Adapté de [14]. Ici, on fixe v, = 0 Hz et on suppose une paire de spins strictement isolée.

Pour un spectre RMN de poudre, on parle alors de doublet de Pake [15] (interaction dipolaire
homonucléaire). Il est ensuite aisé de remonter a la distance internucléaire grace a la distance entre
les cornes du doublet (Figure 2-15a). En toute rigueur, I'analyse est simple lorsqu’on prend en
compte une paire de spins strictement isolée. La rotation MAS a fréquence modérée (<< D;) conduit
a un grand nombre de bandes de rotation (fines, lorsque la paire de spins est considérée comme
strictement isolée). En toute rigueur, et pour v, >> D;, une résonance unique sera obtenue.

c) Interaction guadripolaire

De la méme maniére que précédemment, la rotation a I'angle magique permet de moyenner, au
moins partiellement, les effets de I'interaction quadripolaire.
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i Interaction quadripolaire au 1¢r ordre

Pour un spectre de poudre, en mode statique, on a I'expression suivante :

mCq (2-24)

m@coszﬁ— 1+ ngsin®@cos 2¢)

wo(8¢) =
Une fois encore, (6, ¢) orientent B, dans le repere des axes principaux du tenseur de gradient de
champ électrique. On remarquera I'analogie mathématique avec I’équation (2-20) (on note bien
entendu ici I'absence de composante isotrope).

En mode statique, les positions des raies de résonance dépendent de l'orientation du champ
statique By par rapport au repére des axes principaux quadripolaires (angles 0 et ). Il en résulte une
superposition de raies larges (ST) et d’une raie non élargie (CT) (Figure 2-16a). D’un point de vue
mathématique, l'interaction quadripolaire au 1% ordre est moyennée efficacement par MAS.
Cependant puisque l'interaction quadripolaire (0,1-30 MHz) est généralement tres supérieure aux
fréquences de rotation MAS (5-100 kHz), des peignes de bandes de rotation fines correspondant aux
transitions satellites sont généralement observés (Figure 2-16b):

o
a) Statique

o
b) MAS

I

(ppm)

Figure 2-16 : a) Spectre statique relatif 8 un noyau de spin | = 7/2 soumis a l'interaction quadripolaire au ler ordre et
Nq= 0. b) Spectre MAS correspondant. (v, << Cq).

il. Interaction quadripolaire au 2" ordre

L'effet de la rotation a I'angle magique n’a plus du tout les mémes conséquences sur l'interaction
quadripolaire au 2™ ordre. En effet I'élargissement au second ordre n’est réduit que partiellement
par celle-ci. Cela est d(i au fait que la pulsation quadripolaire s’écrit alors en rotation a fréquence
infinie (pour la CT) comme :
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W(BP) = Wiso + Wiso® + Pa(cos P)1(8,®) + Pa( cos )fa(6,P) (2-25)

avec Wi le « shift » quadripolaire isotrope, P,(cos ) et P4(cos ) les polyndmes de Legendre de
degrés 2 et 4, soit

3cos®yYy —1 2-26
Pz(cosyb):% ( )
et
35cos?y — 30 cos?yY + 3 2-27
Pu(cos ) = cos“y ° cos ‘Y ( )
6isc; 6isc:
A
a) b) ‘
1 n=0
_JL‘_Al =02 M_
P;(cosy)
A n=0,4
P4(COS¢‘) 54 70 / _(L'—kl n= 0,6
0 30,6° A" o _JKI_ h=0.8
i
{(ppm) (ppm})

Figure 2-17 : a) Représentation des polynémes de Legendre P,(cosy) et P4(cosy) en fonction de I'angle d'inclinaison v
du rotor par rapport au champ B,. b) Formes de raie théoriques de la transition centrale en mode statique (a gauche) et
en MAS a fréquence infinie (a droite) pour différentes valeurs de 1, CT d’un spin | =7/2.

La Figure 2-17 montre qu’on ne peut pas annuler les deux polynédmes de Legendre simultanément,
d’ol le fait qu’il ne soit pas possible de moyenner complétement l'interaction quadripolaire au
2" ordre avec la technique MAS (ou tout autre rotation de I’échantillon mettant en jeu un unique
angle macroscopique).

Les techniques telles que DOR (DOuble Rotation) [16] ou DAS (Dynamic Angle Spinning) [17]
permettent quant a elles de moyenner complétement cette interaction au 2™ ordre et d’obtenir
ainsi des spectres de haute résolution pour des noyaux quadripolaires. La premiére technique
implique un changement continu d’angle y tandis que la seconde utilise une paire d’angles discrets ;
ces deux techniques ont pour but de rendre y dépendant du temps. Cependant une technique reste
plus simple a utiliser pour analyser les noyaux quadripolaires; la méthode MQMAS (Multiple-
Quantum Magic-Angle spinning). Proposée en 1995 par Frydman et coll. [18], cette séquence
d’impulsions utilise les transitions multi-quanta symétriques (3Q, 5Q, 7Q pour | = 7/2) accessibles
dans le cas des noyaux quadripolaires et la rotation a I'angle magique pour obtenir également des
spectres 2D haute résolution.
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il. Le cas spécifique du #3Ca

Ce paragraphe sera particulierement important au cours du Chapitre 3.

Le noyau *Ca est un noyau de spin | = 7/2 avec une abondance naturelle trés faible de l'ordre de

0,14 % et un rapport gyromagnétique vy de — 1,803.10’ rad.s ".T"". On parle dans ce cas de noyau

« bas-y »

[10], [19] (fréquence de Larmor: 47,12 MHz sur un spectrometre 16,4 T). Les

caractéristiques du “*Ca en font donc un noyau intrinséquement trés peu sensible du tableau

périodique. Avant 2008, on notera d’ailleurs un nombre trés limité de publications reportant des

résultats *Ca en phase solide tout en soulignant les premiers travaux de Dupree et coll. [20], [21].

Laurencin et coll. ont contribué a la généralisation de la RMN **Ca MAS [22] & partir de 2008 en tirant

parti de différentes approches expérimentales et méthodologiques :

(i)

(ii)

(iii)

utilisation de composés enrichis en “*Ca : il est possible d’utiliser le produit commercial
CaCo; (calcite) comme précurseur de synthése. En particulier, 3 haute température,
CaCo; peut &tre transformé en **Ca0, cet oxyde pouvant alors directement intervenir
en tant que réactif en solution aqueuse. Laurencin et coll. ont ainsi synthétisé un
échantillon d’hydroxyapatite enrichi en “*Ca et ont ainsi pu enregistrer la toute premiére
expérience 2D **Ca 3Q MAS [23]. Il a été possible, 3 haut champ magnétique de séparer
les contributions des deux sites Cal et Ca2 (voir Chapitre 1 partie 2 a).). Bonhomme et
coll. [24] ont pu mettre en ceuvre des méthodes de type *C{**Ca} TRAPDOR & partir d’un
échantillon de benzoate de calcium enrichi en **Ca.

RMN 2 ultra haut champ magnétique : les valeurs de Cq (**Ca) sont généralement faibles
(< 3 MHz) (rappelons ici que | = 7/2). Il en résulte que la rotation MAS modérée (~ 5 kHz)
est un outil pertinent (les effets de CSA en **Ca sont faibles, méme & ultra haut champ
magnétique). Il le sera d’autant plus que By sera élevé, de facon a minimiser les effets
d’élargissement quadripolaire au 2" ordre. Le probléme de sensibilité est alors
contourné en utilisant des rotors de gros volume (7 ou 9,5 mm) permettant la rotation
MAS a 5 kHz. Ainsi, plusieurs travaux récents de la littérature présentent des spectres
*Ca en abondance naturelle & ultra haut champ magnétique (> 20 T, > 850 MHz). Des
spectres 1D trés acceptables en terme de rapport signal/bruit sont obtenus en quelques
heures (il s’agit la d’un simple ordre de grandeur). Citons pour exemple les travaux de
Bryce et coll. [25], [26] sur de la Vatérite et des biomolécules, Laurencin et coll. [19], [24]
sur de I'hydroxyapatite et Charpentier et coll. [27] sur des verres de silicates. Notons que
des techniques d’augmentation d’intensité de la transition centrale telle que la DFS
(Double Frequency Sweep) [28] sont couramment mises en ceuvre, conduisant a un
gain> 2 sur lintensité des résonances Ca MAS. A notre connaissance, aucune
expérience 2D *Ca n’a pu étre enregistrée en abondance naturelle. Ce point sera
largement commenté au cours du Chapitre 3 lorsque nous aborderons les potentialités
de la RMN **Ca DNP MAS.

a partir des travaux de Gervais et coll. [29], il est désormais possible de calculer les
parameétres RMN *Ca (quadripolaire et CSA) par des méthodes de premiers principes, en
utilisant I'approche GIPAW (Gauge Included Projected Augmented Wave). Cette
méthode de calcul trés efficace a été proposée en 2001 par Pickard et Mauri [30]. Nous
reviendrons sur ce point particulier au cours de ce Chapitre. Il est évident que la
combinaison fructueuse des expériences de RMN “*Ca et des calculs ab initio a permis de
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populariser I'utilisation de la sonde locale **Ca dans le domaine de la cristallographie
RMN [31], [32]. En particulier, des corrélations importantes reliant 3(*Ca) . et <Ca--0>
ont été mises en évidence, aussi bien dans le cas de composés cristallisés que de verres
[33](<Ca::O> correspond ici a la moyenne des distances Ca—O du polyedre de
coordination de I'atome de calcium).

d) Ultra hauts champs magnétiques et ultra haute fréquence de rotation
MAS

A plus haut champ B,, les fréquences de Larmor des noyaux seront plus élevées (jusqu’a 23 T,
vi(*H) =1 GHz). L'avantage réside dans le gain en résolution et en sensibilité. L'interaction
quadripolaire au 2™ ordre sera plus faible, I'interaction CSA plus forte. Il est nécessaire cependant
d’avoir a I'esprit certains points relatifs a de telles conditions expérimentales.

A fréquence de rotation plus élevée, les échantillons sont soumis a une augmentation de la
température ainsi que de la pression [34]. De telles contraintes internes peuvent étre extrémement
problématiques pour des matériaux sensibles voire métastables. Des transformations in situ peuvent
alors étre observées. En connaissance de cause, il est possible de réguler la température a haute
vitesse ou au contraire de suivre une transformation en suivant I’évolution de la température in situ.
En ce qui concerne la pression, Zwanziger et coll. [35] proposent une explication aux effets de
contraintes dans I’échantillon pendant la rotation. Ils montrent ainsi par I'expérience et le calcul
gu’une modification du blindage chimique peut étre observable directement. Le diametre du rotor
joue ici un role critique (en fonction de la fréquence de rotation) quant a I'augmentation de
température et de pression. L'utilisation de rotor de faible diametre a ultra haute fréquence MAS
tend a limiter I'échauffement de I'échantillon. Ces considérations seront a prendre en compte lors
de I’étude des oxalates de calcium hydratés (Chapitre 3 partie 1 b).).

3. Séquences d’impulsions

Au cours de cette these, plusieurs types de séquences d’impulsions dédiées a la RMN en phase
solide ont été utilisés. Chacune d’entre elles permet une analyse spécifique et posséde ses avantages
et inconvénients propres. Une description de I'expérience DNP CP MAS est proposée a la fin de ce
Chapitre.

a) High Power DECoupling (HPDEC)

Pour un noyau S suffisamment abondant et caractérisé par des temps de relaxation T,(S)
raisonnables, il est courant d’utiliser une acquisition directe du signal S en rotation MAS (de fagon a
moyenner efficacement I'interaction CSA) (Figure 2-18).
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découplage

S T[;‘JZ

Figure 2-18 : Séquence d’impulsions HPDEC.

Cependant, lors d’une telle acquisition, il se peut qu’un noyau beaucoup plus abondant (I)
interagisse par le biais d’interactions dipolaires hétéronucléaires (comme c’est souvent le cas avec le
noyau 'H, noyau abondant, les protons étant fortement couplés entre eux) avec le noyau étudié (S).
Il en résulte alors une interaction résiduelle que la rotation rapide a I’'angle magique ne peut
complétement moyenner aux fréquences accessibles. Il faut dans ce cas appliquer un découplage
haute puissance lors de I'acquisition afin de supprimer I’élargissement dipolaire résiduel. Plusieurs
types de découplages hétéronucléaires peuvent ainsi étre utilisés :

- CW (Continuous Wave) : il consiste a irradier de maniére continue le noyau | en utilisant un
champ RF dont la phase reste invariante.

- TPPM (Two Pulse Phase-Modulation) : le schéma de découplage consiste a appliquer des
impulsions RF de durée 1, et de phase +¢/2 et — ¢/2, ces parametres sont ajustables. [36]

- SPINAL64 (Small Phase INcrementation Alternation with 64 steps) : cette séquence
correspond a un supercyclage de I'expérience TPPM, le principal parametre a optimiser
étant la durée caractéristique des impulsions de phase donnée [37], [38].

b) Cross Polarization (CP)

On se limite ici a la description de la polarisation croisée lorsque | et S sont caractérisés par des
spins %.

/2, spin | découplage
lock

| (1/2)

Tep

S (1/2) Spin

lock

Tep

Figure 2-19 : Séquence d’'impulsions de polarisation croisée de | (abondant) vers S (peu abondant).

La polarisation croisée est une technique RMN de double résonance impliquant généralement un
noyau rare (S) et un noyau abondant (1= 'H, *°F ...) [39], [40], [41]. On note que la CP peut &tre fait
entre deux noyaux abondants (*H — 3'P). Elle permet de partiellement résoudre deux inconvénients
majeurs de la RMN a I'état solide :

- lafaible sensibilité de certains noyaux de par leur faible abondance naturelle (gain théorique

= [nl/1vsl
- les longs temps de relaxation longitudinale en RMN du solide (T;(*H) << T4(S) en général).
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Comme le montre la Figure 2-19, une impulsion 1/2 est effectuée sur la voie | = *H suivie d’une étape
de spinlock (tcp) sur les deux voies | et S (tcp correspond au temps de contact). Cela permet de
transférer une partie de la polarisation de | vers le noyau S. Ce transfert CP ne sera efficace qu’en
vérifiant une condition de résonance dans un repere doublement tournant. Il s’agit de la condition
de Hartmann-Hahn [42] :

lws| = lai| = ys|B1(S) = [yilB1(D) (2-28)
L’équation (2-28) correspond au mode statique.
On notera qu’en rotation MAS, la condition de Hartmann-Hahn est modifiée, on a alors :
lws| = |wi] & nwrot (2-29)
avecn = 1,2 et wrot correspond a la pulsation MAS (en rad.s™).

L’acquisition est effectuée a I'aide d’'un découplage haute puissance pour supprimer I'élargissement
dipolaire hétéronucléaire résiduel. Il faut cependant trouver un bon compromis entre 1 et le temps
de relaxation dans le repére tournant (T,,) afin de ne pas trop perdre de signal pendant le temps de
contact.

La séquence CP ne permet pas au premier abord d’effectuer des mesures quantitatives sur les
sighaux obtenus du fait de la variation de I'interaction dipolaire hétéronucléaire '*H—S d’un site & un
autre et de la présence éventuelle de mouvements locaux (dynamique locale) tendant a moyenner
au moins partiellement l'interaction dipolaire I-S. Il convient également de signaler que pour une
expérience CP MAS, les conditions de Hartmann-Hahn seront plus étroites et de ce fait plus difficiles
a trouver et a optimiser [43]—[45]. En rotation MAS, l'utilisation de rampes, lors de |'étape de
spinlock [46] est recommandée de fagon a élargir la condition de Hartmann-Hahn.

Il est possible d’effectuer une double polarisation croisée, le principe restant le méme : un transfert
d’aimantation est effectué entre un spin abondant | vers un spin S mais au lieu d’enregistrer le signal
immédiatement, un autre transfert d’aimantation est effectué vers un autre spin. Cette méthode
permet : (i) de filtrer le signal obtenu par un hétéronoyau et (ii) de déterminer les connectivités
entre spins peu abondants grace a des expériences a 1¢p variable. Pour maintenir la sensibilité de
I’expérience, il est nécessaire de régler trés précisément les conditions de Hartmann-Hahn lors des
deux transferts successifs.

c) HETeronuclear CORrelation (HETCOR) et Decoupling Using Mind-Boggling
Optimization (DUMBO)

L’expérience HETCOR est une variante a deux dimensions de |’expérience de polarisation croisée. La
conception de la séquence est strictement la méme, si ce n’est qu’un délai est introduit apres
I'impulsion 1/2 sur (1) afin de coder I'évolution de I'aimantation du noyau abondant. Une double
Transformée de Fourier permet d’obtenir des corrélations de type dipolaire entre les deux
dimensions w, et ws.
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Figure 2-20 : Séquence d’impulsions HETCOR.

Il est possible de combiner I'expérience HETCOR avec des techniques de découplage homonucléaire
durant I'évolution en t; de I'expérience. Une telle approche permet d’augmenter sensiblement la
résolution sur la voie indirecte | (*H). Le découplage DUMBO (Decoupling Using Mind-Boggling
Optimization) est un bon exemple [47], [48]. Il est fondé sur une modulation de phase continue,
permettant de s’adapter au systéme de spins. Cependant la rotation a I'angle magique doit rester
modérée afin que le découplage soit pleinement efficace (~ 12 kHz).

Il est possible également d’utiliser la rotation ultra-fast MAS (100 kHz) de facon a obtenir
directement une résolution raisonnable sur la voie 'H. L’établissement de la condition de
Hartmann-Hahn nécessite alors des réglages précis.

d) Saturation-récupération

T T T
l I

Figure 2-21 : Séquence d’impulsions saturation-récupération.

La séquence de saturation-récupération permet de mesurer T, pour un noyau S. La séquence
d'impulsions (Figure 2-21) est composée d'un train d’impulsions /2 (saturation permettant
d’atteindre un état initial a aimantation nulle) suivi d'une impulsion /2 aprés un délai t de
récupération. Cette derniére impulsion 1/2 permet la lecture de 'aimantation récupérée le long de
I’axe z (Bg) durant t, M(t). L’évolution de M; en fonction de t est donnée par :

M) = Mo(1 — e777) (2-30)

4. Dynamic Nuclear Polarization (DNP)

Le probleme dont souffre principalement la spectroscopie RMN est son manque de sensibilité.
Depuis plusieurs décennies, les chercheurs en RMN ont constamment lutté contre ce déficit de
sensibilité et ont inventé des méthodes particulierement originales pour contourner (au moins
partiellement) ce probleme fondamental. Les progrés observés ont concerné tout autant
I'instrumentation propre a I'expérience RMN, la méthodologie des impulsions et le traitement du
signal. Citons pour exemples :
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(i) Utilisation généralisée de la Transformée de Fourier de signaux temporels [49]
(ii) RMN a ultra haut champ magnétique By (~25T)

(iii) Transfert de polarisation de type INEPT et DEPT [50], [51]

(iv) Transfert de polarisation de type CP [39], [42]

(v) Détection indirecte [52]

(vi) Utilisation de sondes type cryo-sonde [53], [54]

(vii)  Expériences MAS a température trés faible (T << 40 K) [55]

(viii)  Hyperpolarisation : ***Xe [56], para-hydrogéne [57], CINDP...

Cette liste n’est bien sGr pas exhaustive. En particulier, nous n’évoquons pas ici les méthodes plus
exotiques de détection de la RMN, optiques et mécaniques [58].

Cette tres faible sensibilité est due principalement a la trés faible polarisation des spins nucléaires (a
température ambiante), et ce, malgré l'utilisation de champs magnétiques By, de plus en plus
intenses (Bo = 23,5 T actuellement vo(*H) = 1 GHz). Plusieurs méthodes ont été proposées afin de
contourner ce probléme. Nous nous intéressons ici a l'une d’elles: la polarisation nucléaire
dynamique ou Dynamic Nuclear Polarization (DNP). La DNP connait un intérét croissant depuis
quelques années aussi bien en chimie des matériaux inorganiques ou d’intérét biologique) qu’en
catalyse ou biochimie (voir Figure 2-22).
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Figure 2-22 : Nombre de citations de journaux pour le mot-clef « MAS DNP » par an (données Web of science)
(25/07/16).
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La DNP permet d’augmenter la sensibilité de la RMN a I’état solide (mais aussi a I’état liquide) par un
facteur théorique de ~660 pour la 'H RMN ce qui équivaut en temps & un facteur de
6602 (> 435000)! Ce facteur 660 correspond environ a |y.-| / yt. En pratique, la technique repose
sur la saturation de la raie de résonance paramagnétique électronique (RPE) d'électrons non
appariés (radical ou biradical ajouté dans le milieu) par irradiation micro-onde, suivi d’un transfert
de polarisation vers les spins nucléaires du matériau d'intérét. En d’autres termes, la DNP met en jeu
le transfert de la trés forte polarisation électronique. Tout cela a tres basse température (~ 100 K).

a) Bref historique

La théorie de |la DNP a été proposée par Overhauser [59], au début des années 50 et directement
observée par Carver et Slichter dans du lithium métallique [60]. Quelques expériences ont été
conduites en solution dans les années suivantes avec succes [61]-[63]. Les premieres expériences de
DNP en rotation MAS ont été proposées dés 1985 par Wind [64] et Schaefer [65] dans le cadre de
I’étude de charbons et de polycarbonates. Toutes ces expériences ont été conduites a bas champs
magnétiques By (fréquence de Larmor du proton 60 MHz). L’extension couronnée de succes de la
méthode DNP a des champs magnétiques By, beaucoup plus élevés (aujourd’hui ~ 19 T) est
principalement attribuée aux travaux pionniers de Griffin et coll. au MIT [54], [66]. Citons tout
particulierement l'utilisation de gyrotrons a haute fréquence et délivrant de fortes puissances MW
(microondes), le design de sondes MAS cryogéniques de trés bonne qualité [53], [54], la mise sur le
marché d’un spectromeétre DNP MAS commercial (voir Figure 2-23) [67], [68]. Depuis 1993, les
expériences DNP MAS se sont généralisées au sein de la communauté des RMNistes du solide (nous
n’abordons pas ici le DNP par dissolution [69]). Les axes de recherche sont multiples : (i) design de
nouveaux radicaux [70], [71], (ii) instrumentation a trés basse température (voir les travaux du
groupe de G. De Paépe au CEA, Grenoble), (iii) approche théorique des mécanismes de transfert
DNP [72], [73], (iv) applications a des systemes d’intérét biologique, incluant des membranes et des
protéines membranaires [74], [75], applications en science des matériaux : composés mésoporeux,
hybrides organiques-inorganiques [76].
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Figure 2-23: Principe schématisé de la méthode DNP, instrumentation et schéma de transfert e"—n.
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En science des matériaux, nous mentionnons tout particulierement I'article de Emsley et coll. [77],
de 2010, démontrant des gains DNP impressionnants (~ 400) dans le cadre de I'étude de matériaux

13 21
C,

mésoporeux de type MCM 41 ( Si). Notons que cet article a relancé un engouement énorme en

ce qui concerne les expériences DNP.

b) Eléments de théorie

Au cours de l'expérience DNP, plusieurs mécanismes de transfert peuvent intervenir. Nous les
décrivons brievement ci-dessous.

i.  L’effet Overhauser (OE) (Figure 2-24)[59]

Cet effet, a la base de la théorie de la DNP, prédit qu’un transfert de polarisation peut se produire,
dans un solide, entre les spins électroniques de la bande de conduction et le noyau d’un métal ou en
solution. Il s’agit ici d’OE « traditionnel ». L’irradiation microonde a wg. et la modulation stochastique
des interactions (e—n) due aux mouvements conduit a un phénomene de relaxation croisée et
d’hyperpolarisation des niveaux nucléaires. Tres récemment, Can et coll. ont montré qu’un OE
pouvait également étre observé dans le cas de solides isolants [78]. Il s’agit d’un résultat assez
surprenant qui provient également d’un processus stochastique impliquant la modulation de
I'interaction hyperfine (e'—n) par la délocalisation des spins des électrons non appariés du radical. La
prise en compte de ce mécanisme particulier de transfert DNP apparait prometteuse a tres haut
champ magnétique (18,2 T)

@ W+ wo 14> (b) yr
13> 13>
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Figure 2-24: Diagramme d'énergies impliqué dans I'effet Overhauser. (a) vitesses de transitions importantes pour I'OE.
(b) Population a I'équilibre thermique pour un systéme de spins a deux niveaux. La population de spin est représentée
schématiquement en gris. D’apreés [79].

Ici, les transitions sont dites autorisées (transitions électroniques simple quanta), la saturation est
donc tres facile a obtenir et nécessite moins de puissance d’irradiation que dans les effets décrits ci-

apres.

ii.  L'effet solide ou Solid-Effect (SE) (Figure 2-25) [80], [81]

Décrit par Abragam [6] (Chapitre IX, partie Ill, B.), I'effet solide se déroule dans des conditions
particulieres de RPE et peut étre modélisé par un systéme a deux spins (un électron et un noyau). La
présence d’un radical peu anisotrope conduit a une largeur de raies RPE (A) qui doit étre beaucoup
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plus faible que la fréquence de Larmor nucléaire wy, (i.e. A << wy,). L'irradiation micro-onde a la
somme ou a la différence de wq. et wg, (| wee £ We,|) permet d’induire des transitions zéro et double
guanta interdites (dans le cas d’un électron couplé a un noyau). A l'issue de la saturation, il en
résulte une augmentation significative de la polarisation nucléaire.

() 14>  (d) —=_ |4

I 3 > 5

= 12

11> 11 =2

Figure 2-25: Diagramme d'énergies impliqués dans le SE. (c) et (d) La saturation des transitions interdites zéro- et double
quanta conduit a une valeur positive ou négative par le SE. D’apreés [79].

IiL. Cross-Effect (CE) [13,14]

Lorsque A > w,, il faut alors utiliser un biradical présentant un couplage dipolaire électron-électron
fort : le cross-effect domine. Dans ce cas, il faut envisager un systéme a trois spins, impliquant deux
spins électroniques couplés par I'interaction dipolaire et un spin nucléaire. L’équilibre de polarisation
a I'aide d’une irradiation a wge; OU Wy, aura lieu, lorsque la différence de fréquence RPE des deux
électrons correspond a la fréquence de Larmor nucléaire (|wWges —Woe2|= |wan]). En théorie, un
systeme idéal serait d’avoir deux fréquences de Larmor électroniques fines séparées par wop.
Pratiquement, un radical possédant une largeur de raie inhomogene plus grande que la fréquence
de Larmor du noyau suffit.

Le cross-effect est largement mis a contribution dans les expériences récentes de DNP MAS. |l s’agit
du mécanisme impliqué dans toutes nos expériences a venir. A ce stade, nous notons que les temps
de relaxation T, électronique et nucléaire vérifient T;. << Ty,. En présence de T,. trop faibles, la

saturation des transitions électroniques sera largement incomplete. |l faut donc trouver des radicaux

caractéristiques pour des valeurs T,. compatibles avec I’hyperpolarisation des spins nucléaires.
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Figure 2-26: Diagramme d'énergies impliqués dans le CE, d’apres [79].(a) Distribution de population a I’équilibre
thermique pour un systéme a trois spins. (b) la saturation de la transition RPE permise pour un des électrons dipolaires
couplés (wys;) méne a un gain négatif. (c) La saturation de la transition correspondant au second électron (wgs,) méne a

un gain positif.

iv.  Mélange Thermique ou Thermal Mixing (TM) [83], [84]

Largement décrit par Goldman, cet effet ne sera pas pris en compte ici du fait : (i) des hauts champs
magnétiques utilisés (By), (ii) de la faible concentration en radicaux utilisée dans la plupart des
expériences DNP MAS.

c) Tendances actuelles de la DNP MAS

Les travaux pionniers en DNP concernaient les métaux [59] : lithium métallique, sodium métallique,
et sodium dissous dans de I'ammoniac liquide anhydre [60]. Par la suite, Duijvestijn a pu analyser du
diamant par I'effet solide (SE), grace aux défauts azotés dans la structure [85]. L'utilisation de
radicaux (biradicaux) exogenes est désormais classique dans I'expérience DNP MAS (ou CP MAS) a
haut champ magnétique (le CE est alors privilégié).

Le gain en signal et en temps de I'expérience est une aubaine pour bon nombre de biologistes et de
biochimistes. La DNP se préte particulierement bien a la biochimie structurale et permet d’obtenir
trés rapidement, avec une sensibilité de plus en plus poussée, des spectres 2D de corrélations *H-"C
et C-"N en abondance naturelle [86]! La RMN des macromolécules biologiques a déja été
récompensée par le Prix Nobel de chimie de Kurt Withrich en 2002 : la DNP devrait permettre
d’aller encore plus loin en permettant la résolution de bons nombres de structures protéiques. Il faut
également garder en mémoire qu’il s’agit d’une technique de surface [18,19] (SENS: Surface
Enhanced NMR Spectroscopy). Elle permet donc a priori de sonder spécifiquement différents types
d’interfaces organiques/biologiques/inorganiques. Citons pour exemples : (i) l'interface collagéne-
apatite, (ii) la réaction de molécules en surface de nanoparticules présentés dans des catalyseurs.
Kobayashi étudie ainsi des nanoparticules de palladium [88]. Gutman étudie I'action d’un catalyseur
au rhodium a I'aide de spectres *H — >N DNP CP MAS en abondance naturelle [89].

De nombreux développements actuels concernent l'instrumentation et les techniques de DNP.
Récemment Mathies a présenté une technique de DNP pulsée a I'aide de triradicaux permettant le
verrouillage des spins électroniques [90]. Tycko développe sur des expériences a trés basse

91



température [91]. La DNP s’oriente également vers des mesures a plus hauts champs magnétiques
(800 MHz / 527 GHz) pour lesquels la résolution sera supérieure [92]. Les effets de dépolarisation
ont été bien décrits par Thurber et coll. [93]et Griffin et coll. [94].

d) Méthodologie et préparation des échantillons

Un des éléments clés de la réussite de la DNP est la préparation de I’échantillon et a fortiori le choix
d’un couple {radical/solvant} adéquat. Il existe toute une gamme de radicaux. Le processus de
transfert recherché a au champ magnétique étant le CE, une attention particuliere a été portée sur
des biradicaux [95] (voir Figure 2-27).
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Figure 2-27 : Structure de différents biradicaux couramment utilisés
en DNP MAS, d’apres [79].

Ainsi Zagdoun et coll. ont pu tester différentes combinaisons {radical/solvant} [71] pour des solvants
non-aqueux, et déduire I'affinité du solvant pour une surface donnée (ici de la silice hybride) par la
mesure des gains DNP (g5 et &y) (voir Tableau 2-3). Ici € correspond au rapport des intensités
obtenues lors de deux expériences, I'une en présence de MW (ON) et I'autre en I'labsence de MW
(OFF). La combinaison {radical/solvant} est appelé parfois « DNP juice » dans la communauté.

b b

Category” Solvent £si e
1 Chloroform 10 16
1,1,2,2-Tetrachloroethane 18 21
trans-Dichloroethene 8 9
1,2-Dichlorobenzene 16 19
1.2-Dichloroethane 18 23
1,2-Dibromoethane 11 11
1.3-Dibromobutane 12 19
1,1,2,2-Tetrabromoethane 14 12
2 Hexafluoropropan-2-ol 9 6
2,2.2-Trifluoroethanol 7 5
Isopropanol 7 6
Mesitylene 5 6
3 Tetrahydrofuran | 4
4 Methyl-ter butylether (MTBE) 1 3
Dimethylformamide (DMF) 3 3
Dimethylsulfoxide (DMSO) 4 4
Acetonitrile 7 5
1,1,1-Trichloroethane 3 3
5 Dichloroethane 3 9

Tableau 2-3 : gains 'H et *Si mesurés pour une surface de silice
imprégnée par une solution (10 mM) de bTbK dans différents
solvants. D’aprés [68].
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La concentration en biradical dans le « DNP juice » est un parametre essentiel. En effet il faut
moduler celle-ci de fagon a obtenir un gain DNP conséquent tout en évitant les effets de quenching
[94] qui tendent a faire diminuer &.

La technique la plus communément utilisée est celle dite d’imprégnation [96]. Elle consiste
simplement a déposer un petit volume (~ 15 pL) d’une solution {biradical/solvant} préparée au
préalable, sur I'échantillon de poudre. Cette étape, aussi simple soit-elle, détermine grandement la
réussite de I'expérience. A la fin de I'étape d’imprégnation, il ne faut pas obtenir de pate visqueuse
(a ce stade, il est encore tres difficile de quantifier plus en avant cette étape). Cette technique,
développée initialement pour les matériaux poreux, permet d’'imprégner ceux-ci avec un minimum
de solution permettant de remplir le volume poreux. Elle offre plusieurs avantages : elle est
extrémement simple, facilement répétable, permet un mouillage uniforme de la surface des grains
de la poudre, assure une augmentation minimale du volume de I'échantillon et évite de réduite sa

« concentration » [87].

(A) Solution/Suspension (B) Mesoporous Material (C) Granular Material

O Q O Bulk Material K

Figure 2-28 : Schéma de procédés pour introduire des radicaux stables dans les systéemes pour des expériences de DNP
RMN a I’état solide. Les sphéres vertes représentent les cibles, les lignes rouges indiquent les surfaces qui peuvent étre
polarisées, les ellipsoides rouges représentent les biradicaux stables, le fond bleu représente une matrice organique
(solvant), et le jaune représente le matériau de base qui n’est généralement pas polarisé. (A) solution « bulk ». (B)
Imprégnation d’un matériau poreux. (C) un matériau granulaire / non poreux. Les deux techniques présentées sur (B) et
(C) sont utilisées pour la DNP SENS. D’apres [87].

Dans le Chapitre 3 partie 3 d)., nous présentons des résultats d’expériences DNP préparées suivant
ce protocole mais avec I'utilisation de glycérol. Ce dernier est généralement utilisé en tant que
cryo-protectant, pour rappel I'expérience se déroule a ~ 100 K. On peut mentionner le fait qu’il
existe d’autres techniques de préparation d’échantillons qui sont débattues dans la littérature [97].

e) Avantages et inconvénients de I'expérience DNP

L’avantage principal est bien évidement le gain en signal qui correspond a un gain considérable en
temps de I'expérience. Ce gain peut atteindre plusieurs ordres de grandeur. Le gain théorique en
proton est de 660 (|Ye| / Y14). En pratique un € de I'ordre de 20 correspond (tout de méme) a une
expérience 400 fois plus rapide | Comme évoqué précédemment il s’agit avant tout d’une technique
de surface, permettant de sonder des nanoparticules greffées, des interfaces voire des catalyseurs.

Bien que pouvant s’appliquer directement au noyau d’intérét, on parle alors de DNP directe,
I'expérience la plus simple, usitée actuellement, implique une premiere hyperpolarisation des
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protons de I’échantillon suivie d’un transfert de polarisation des protons vers les noyaux d’intérét,
magnétiquement actifs.

Une question largement débattue dans la littérature est le gain véritable qu’offre la DNP [98].
Comparées a une expérience classique, les conditions de la DNP mettent en jeu un grand jeu de
parametres pouvant grandement influencer son efficacité. Le « rapport de sensibilité absolue »
(ASR : Absolute Sensitivity Ratio) permet d’estimer un gain effectif plus proche de la réalité qu’une
simple comparaison MW ON / MW OFF donnée par ¢.

ASR = epnp X &7 X N1 X Xbleach X Xweight X XLw X Xseq X Xex (2-31)
avec epp, le coefficient de gain standard (MW ON/MW OFF) cité ci-dessus

&1, le gain obtenu a basse température (réduction du bruit thermique et augmentation de la
polarisation de Boltzmann) (er~ 3 a 100 K)

Ty, . N .
= |—= , avec T.gr le temps de relaxation longitudinal a T,., et zowe, la constante de temps
TDNP !

caractéristique du build-up du signal DNP
Xoleach, l€ facteur de "bleaching" causé par les effets paramagnétiques des biradicaux

Xweight, |€ rapport des masses d'échantillon, tenant compte de la quantité de matériau d'intérét dans
les deux expériences

Xww, le rapport des largeurs de raies entre les deux expériences

Xseqr l€ rapport de la magnétisation efficace apres les délais au cours de la séquence d'impulsions,
telles que des temps de mélange et temps de contact de CP

Xex le facteur prenant en compte des modifications « extérieurs », s’il y en a (changement de sonde,
de champ magnétique, etc.).

Il est parfois délicat de mesurer précisément I’ASR entre deux expériences données sachant qu’un
grand nombre de parametres interviennent dans son expression.

En conclusion de cette trés bréve introduction a I'expérience DNP MAS, nous retenons les points
suivants :

(i) Depuis 2010 et la contribution d’Emsley et coll. [77], I'expérience DNP a largement
influencé la communauté en RMN et science des matériaux. Les expériences que nous
présenterons dans la suite de ce manuscrit ont été effectuées a 400 MHz / 263 GHz a
~ 100 K (de fagon a optimiser les valeurs de T,.) et en rotation MAS a 8 kHz.

(ii) Le choix des radicaux s’est porté sur des biradicaux, tels que TOTApol, AMUpol et
TEKpol. Du point de vue de I'expérimentateur, la préparation de I'échantillon mettant en
jeu le couple {radical/solvant} est fondamentale... mais reste largement empirique.

(iii) L’utilisation de biradicaux a 400 MHz / 263 GHz implique que le « cross-effect » sera le
mécanisme prépondérant du transfert DNP.
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(iv) Nous avons systématiquement utilisé I'expérience DNP CP MAS, mettant en jeu
I’hyperpolarisation initiale des protons du matériau considéré suivie du transfert de
polarisation vers les noyaux B¢, 2Na, P et *Ca (expériences 1D et 2D, homo- et
hétéronucléaires). La diffusion de spins *H—"H intervient ici donc a deux niveaux distincts
(CP et diffusion de spins).

(v) En tant que chimiste des matériaux et utilisateurs de la DNP CP MAS, il est nécessaire de
garder a I'esprit certains points qui peuvent s’avérer étre délicats lors de I'interprétation
des résultats. Tout d’abord, n’oublions pas que toutes les expériences ont lieu a basse
température (100 K). Une telle température n’est pas anodine. En dehors méme des
transformations de phase, il est possible d’induire des modifications structurales qu’il
est nécessaire de prendre en compte (par exemple lorsque nous comparerons les
données expérimentales et les prédictions calculatoires obtenues par méthode GIPAW.
Un autre probleme beaucoup plus complexe concerne I'étude par DNP de
nanocomposites organiques-inorganiques. Dans ce cas, plusieurs questions peuvent étre
soulevées : un unique couple {radical/solvant} assurera-t-il un effet DNP notable sur les
deux composantes, organiques et inorganiques? Comment appréhender Ia
guantification des spectres dans le cas d’epyp différents pour les deux composantes ?

5. Calculs ab initio de parameétres RMN.

Une étude théorique au moyen de calculs ab initio a été effectuée en parallele de nos travaux
expérimentaux. Nous avons en particulier combiné une approche théorique et expérimentale pour
interpréter complétement les signatures 'H et **C de I'oxalate de calcium monohydraté (Chapitre 3
partie 4 b).). Dans cette partie, nous revenons rapidement sur la théorie de la fonctionnelle de la
densité (DFT) en expliqguant quelques notions fondamentales. Nous exposerons par la suite les
différentes approximations faites et nous les justifierons. Finalement, nous verrons I'utilisation de la
DFT au travers de la méthode GIPAW [30], [33], [99].

a) Théorie de la fonctionnelle de la densité

Le point de départ des calculs de structure électronique est I'équation électronique non relativiste
de Schrodinger dans I'approximation de Born-Oppenheimer (le mouvement des électrons est
dissocié de celui des noyaux car ces derniers sont considérés comme beaucoup plus lents et donc
fixes) :

Ay(#1,...,#N) = EY(#1, ...,7N) (2-32)

avec H I'Hamiltonien du systéme qui est un opérateur, {s la fonction propre associée a H qui dépend
des coordonnées électroniques 7i et £ I'énergie totale du systéme.

Résoudre cette équation nous ramene, en théorie, a déterminer les propriétés électroniques d’un
systeme a N électrons. Cependant, du fait des interactions entre électrons, cette équation est trop
compliquée pour étre soluble exactement. Il convient dés lors d’effectuer des approximations afin
de pouvoir la résoudre et c’est ce que propose la DFT (Density Functional Theory)[100]. En lieu et
place de la fonction d’ondes & N électrons i(ry,...,ry) la DFT utilise la densité électronique n(7)
comme descripteur [100]. Les équations de Kohn-Sham permettent de nous placer dans un systéme
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fictif de N électrons n’interagissant pas entre eux et ayant la méme densité électronique que le
systeme réel. La fonctionnelle de la densité peut alors s’écrire sous la forme d’'une somme des
énergies du systéeme tel que :

F[n] = TS[n] + EH[n] + Exc[n] (2-33)

avec TS[n] I'énergie cinétique du systéme, EH[n] I'énergie de Hartree (ou interaction coulombienne
électron-noyau) du systéme et Exc[n] I'énergie d’échange et corrélation (électron-électron)
représentant la tendance naturelle pour deux électrons de spin opposé a s’éviter durant leur
déplacement.

b) Les différentes approximations

La fonctionnelle Exc[n] n’étant pas connue de facon exacte, nécessite une approximation. Il existe
deux approximations différentes :

o La LDA (Local Density Approximation) [101] consiste a dire que chaque volume élémentaire
du systéme contribue de la méme maniére (a I'énergie d’échange-corrélation) qu’un volume
élémentaire équivalent de gaz uniforme d’électrons de méme densité. On a alors :

Ex24[n()] = j exc(n(®)n(@d7 (2-34)

ou sxc(n(f’)) est I'énergie d’échange et corrélation d’une particule dans un gaz uniforme d’électrons
de densité n.

Le potentiel ressenti par un électron a I'approche d’un atome (ou d’une surface) n’est pas décrit
avec cette approximation, c’est pourquoi une autre approximation a été développée.

e La GGA (Generalized Gradient Approximation) [102] permet de considérer un terme
d’échange et corrélation prenant en compte également le gradient de la densité en r, via fxc
(cette fonction dépend de la densité n(r) et de son gradient).

EidAn()] = f dr.n(®) fxc(n(®)), Vn(?) (2-35)

Les équations de Kohn-Sham doivent également étre traitées par la méthode du champ
autocohérent (car le potentiel dépend de la densité électronique qui est calculée avec une fonction
d’onde qui elle-méme dépend de la densité). Rapidement, la résolution des équations de Kohn-Sham
donne accés aux fonctions d’ondes dites de de Kohn-Sham, permettant ainsi de calculer la densité
électronique et de remonter a I'énergie totale. Dés lors, deux cas de figures sont possibles:
(i) 'énergie est « convergée », c’est-a-dire que la différence d’énergie entre deux itérations est
inférieure a une valeur fixée; il en résulte que le systtme a atteint I'énergie fondamentale
provoquant I'arrét de I'algorithme, (ii) 'énergie n’est pas « convergée », I'algorithme recommence
le processus en itérant la densité électronique de départ.

On considére un solide infini en utilisant les propriétés des symétries de translation pour effectuer
les calculs. La symétrie de translation est exploitée en utilisant des conditions aux bords périodiques.
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c) Ondes planes et approximation des pseudopotentiels

Les fonctions de bases utilisées généralement lors de tels calculs (solide infini aux conditions aux
bords périodiques), sont des ondes planes. La simplicité de ces fonctions et l'utilisation des
transformées de Fourier rapides permettent de conserver une bonne efficacité au niveau du temps
de calcul, malgré le nombre de fonctions de bases nécessaires pour décrire la structure électronique.
Ce choix est combiné a I'approximation des pseudopotentiels. Cette derniére consiste a "découper"
un atome en deux parties : d’'un coté le noyau et les électrons de cceur, de l'autre les électrons de
valence, ces parties étant en interaction entre elles. Il ne reste plus qu’a traiter explicitement la
partie des électrons de valence (puisque les électrons de valence sont les seuls a participer aux
propriétés chimiques du systéme).

d) Déplacement chimique : approche GIPAW (Gauge Including Projector

Augmented Wave)

Blochl a montré dans la théorie PAW [103] (Projector Augmented Wave) qu’il était possible de
reconstruire la réponse « all-electron » (électrons de coeur et de valence) a partir de calculs utilisant
des pseudopotentiels. Une application de cette méthode est le calcul du tenseur de gradient de
champ électrique [104]. Une fois ce dernier obtenu, il est possible de remonter aux parameétres Cq et
Nq des noyaux quadripolaires.

Cette méthode a été utilisée par Pickard et Mauri et a amené a la création de la méthode GIPAW
[30]. Le tenseur de déplacement chimique est une réponse des électrons, qui entourent le noyau, au
champ magnétique externe. Ceci signifie qu’il dépend fortement de la nature des fonctions d’ondes
dans la région de cceur. Il est donc nécessaire de reconstruire la réponse « all-electron ».

Le calcul du tenseur de déplacement chimique nécessite de connaitre le courant induit et en
particulier son effet au niveau du noyau :

Bin(#) = —[o(#)]B0 (2-36)

N 1 r—7 2-37
Bll’l(f)) =Efd3 T’j(?’).‘?— ( )

A partir du courant induit, nous pouvons avoir accés au tenseur d’anisotropie de déplacement
chimique (CSA) et donc au déplacement chimique isotrope car :

0iso = —[o — oref] (2-38)
avec o la constante d’écran isotrope (= 1/3 de la trace du tenseur CSA) et oref la constante d’écran

de référence.

Pour chaque atome on utilise un pseudo potentiel représentant les électrons de coeur qui sont gelés
dans la simulation et des ondes planes vérifiant les conditions de Bloch représentant les électrons de
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valence. La fonctionnelle utilisée pour les optimisations géométriques est la fonctionnelle GGA : PBE
(Perdew-Burke-Ernzerhof) [102].
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Chapitre 3: RMN et DNP multinucléaire appliquées aux composés
synthétiques : oxalates de calcium hydratés et
hydroxyapatite

Les phases hydratées de l'oxalate de calcium, dans le contexte général des calcifications
pathologiques (calculs rénaux) ont été étudiées de maniere systématique par Bak et coll. [1]. Il est a
noter que l'article est relativement récent (2000) et qu’il s’adressait indéniablement a un public de
cliniciens (l’article ayant été publié dans Journal of Urology). Dans cette contribution, les auteurs
mettent en ceuvre des techniques de RMN *'P et *C MAS et CP MAS permettant : (i) d’identifier
certaines phases minérales dans les calculs étudiés comme I'oxalate de calcium, et I'acide urique,
(ii) de différencier des composantes cristallisées et amorphes (en particulier de type phosphates de
calcium), (iii) enfin, d’identifier les espéces protonées et non-protonées dans les échantillons (en
adaptant les parametres de I'expérience de polarisation croisée). Les auteurs utilisent les signatures
spectroscopiques d’un certain nombre de références cristallines, de facon a pouvoir donner une
interprétation et une quantification raisonnable des spectres obtenus pour les calculs rénaux:
phosphates de calcium (tels que la brushite, I’hydroxyapatite, le phosphate tricalcique et la monétite
— voir Figure 14 Chapitre 4 partie 2.c).), struvite (NH;MgPO,:6H,0), phosphate d’ammonium,
oxalates de calcium hydratés et acide urique. La Figure 4 de cet article est particulierement
intéressante, dans le sens ol elle démontre que les spectres >C de I'oxalate de calcium présentent
une variabilité évidente en fonction du calcul étudié. Nous reviendrons longuement par la suite sur
cette variabilité du massif **C correspondant aux atomes de carbones des groupements oxalates, a la
fois dans le cas d’échantillons de synthése et dans le cas de calculs rénaux (Chapitre 4). Les auteurs
mettent en avant I'hypothése selon laquelle les phases whewellite (COM) et weddellite (COD)
pourraient étre présentes simultanément. Nous verrons qu’il est possible de distinguer nettement
ces deux phases par RMN BCp MAS.

Duer et coll. ont également largement utilisé les techniques avancées de RMN en phase solide
(comme I'expérience REDOR [2] pour caractériser les interfaces hybrides organiques-inorganiques
dans différentes calcifications pathologiques, telles que des minéralisations de cartilages articulaires,
des plaques athérosclérotiques vasculaires et des calculs rénaux. Ainsi, dans une publication récente
de 2013, la mise en évidence d’ions citrates dans les différentes calcifications étudiées tend a
démontrer leur réle essentiel dans les processus de biominéralisation [3]. La méme équipe de
chercheurs a analysé également un grand nombre de calculs rénaux phosphatés par RMN REDOR
3p_13C, mettant en évidence I'implication (complexe) de différentes composantes minérales et
organiques telles que : I'hydroxyapatite (carbonatée), la struvite, I'acide urique, les oxalates de

calcium hydratés, des molécules de glycosaminoglyanes, des lipides et certaines protéines [4].

L’étude par RMN en phase solide la plus récente concernant la phase synthétique COM (oxalate de
calcium monohydraté ou whewellite) a été publiée par Colas et coll. [2]. Deux points originaux de ce
travail peuvent étre mis en avant : (i) tout d’abord, il a été montré que la RMN “*Ca MAS pouvait étre
un outil de caractérisation pertinent, et ce, malgré la trés faible sensibilité de ce noyau quadripolaire
(I = 7/2 — Chapitre 2 partie 2 c). iii.). Nous reviendrons largement sur ce point dans les sections
suivantes. L’analyse par RMN ne se limite donc plus aux noyaux *H et *C (voire *'P lorsqu’une phase
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apatitique est présente en plus des oxalates de calcium dans les calculs rénaux), (iij) a notre
connaissance, les concepts de la RMN cristallographique [5] combinant données cristallographiques
et RMN ont été appliqués ici pour la toute premiére fois au domaine des oxalates de calcium
hydratés. Il a été montré en particulier qu’un "affinement" de type RMN pouvait étre atteint, au
niveau des polyédres de coordinations des ions Ca*".

Ce chapitre est consacré a une étude systématique par RMN et DNP multinucléaire en phase solide
de I'ensemble des phases synthétiques obtenues durant ce travail de thése. Les noyaux *H, C, *'P,
2ZNa et *Ca ont été étudiés en tenant compte des spécificités de ceux-ci énoncées dans le
Chapitre 2. Nous avons tenté d’optimiser les expériences de RMN/DNP les plus pertinentes de fagon
a obtenir les signatures spectroscopiques les plus précises. Ce travail préparatoire s’est avéré
absolument nécessaire par la suite, lorsque nous avons entrepris I'analyse d’assemblages hybrides
complexes tels que les calculs rénaux.

Lors de I'étude des oxalates de calcium hydratés, nous avons conservé a I'esprit la possibilité de
mettre en place les protocoles d’analyses les plus simples et rapides possibles, et permettant in fine
la détermination structurale des objets biologiques (calcifications). Le but recherché ici a été de
proposer aux cliniciens de nouvelles approches spectroscopiques (peu ou pas développées
actuellement), venant compléter les données obtenues par FTIR, diffusion Raman et analyses sur
grands instruments (synchrotron).

La section consacrée a I’hydroxyapatite substituée (par des ions carbonates et Na*) est importante
pour les deux raisons suivantes : (i) nous avons démontré pour la premiéere fois un effet DNP majeur
dans le cas de nanoparticules d’apatite. Les gains gpyp ONt pu étre estimés a ~ 100 dans certains cas
ce qui a permis d’envisager des expériences 2D impliquant le noyau “*Ca en abondance naturelle !
Nous montrerons que ce résultat est de toute premiere importance car il ouvre de nouvelles
perspectives dans le cadre de I’étude par RMN de noyaux présentant une tres faible sensibilité (tres
faible abondance naturelle et faible valeur de y), (ii) les études préliminaires conduites sur des
échantillons d’apatite substituée nous serviront de base solides en vue de I'étude d’échantillons
biologiques de petite taille, tels que les plaques de Randall (voir Chapitre 1 partie 2) [6]. Nous
rappelons ici que la plague de Randall correspond a un nucleus d’hydroxyapatite carbonatée de
faible taille et de faible masse (< 100 ug environ). Compte tenu de ces caractéristiques, il est légitime
d’anticiper des problemes importants liés a la faible sensibilité de I'expérience RMN. Ces points
seront largement repris dans le Chapitre 4.

1. Autour des oxalates de calcium hydratés

a) Caractérisation par RMN des phases d’oxalates de calcium hydratés

Les spectres présentés dans cette section correspondent aux synthéses du COM, COD et COT
décrites dans le Chapitre 1. Chacun des trois hydrates a été analysé par RMN 'H, *C et *Ca. Le
noyau 'O a été volontairement ignoré, compte tenu de sa trés faible sensibilité en abondance
naturelle (bas y et abondance naturelle de 'ordre de 0,037 %). L'essentiel des expériences de RMN
'H et 3C a été réalisé a I'aide d’un spectromeétre 700 MHz (B, = 16,4 T). Dans le cas du 3Ca, nous
avons évoqué précédemment le fait qu’utiliser un champ magnétique le plus élevé possible était
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préférable. Toutes les expériences ont donc été effectuées a I'aide d’un spectrometre 850 MHz
(Bo=20,0T) alI'Université de Warwick en collaboration avec J. V. Hanna et M. E. Smith.

i RMN IH CRAMPS : une technique de caractérisation rapide ... mais
complexe

Les spectres de RMN 'H en phase solide sont en général considérablement élargis par I'interaction
dipolaire homonucléaire '"H—'H. De tels élargissements peuvent étre encore perceptibles méme a
des fréquences MAS tres élevées (110 kHz — ultra fast MAS). Il en résulte une diminution significative
de la résolution spectrale. Dans le cas des phases COM, COD et COT, les protons des molécules d’eau
sont caractérisés par des réseaux de liaisons—H qui contribuent au couplage — via l'interaction
dipolaire homonucléaire — de I'ensemble des protons de chaque structure considérée. Comme
présenté dans le Chapitre 2, il est possible de moyenner I'interaction dipolaire homonucléaire *H-'H
par différentes approches, comme la rotation de I’échantillon ultra fast MAS ou la combinaison de la
rotation MAS (a fréquence modérée) avec des impulsions RF (expériences DUMBO ou FSLG,
Frequency-Switched Lee—Goldburg ; PMLG, Phase-Modulated Lee—Goldburg) [7]-[10]. On parle alors
de méthodes CRAMPS : Combined Rotation And Multiple Pulses Spectroscopy [11], [12]. Pour des
raisons que nous évoquerons plus tard et reliées a I’évolution en température des phases COM, COD
et COT, nous avons opté pour I'expérience DUMBO qui ne nécessite pas une approche de type ultra
fast MAS. La Figure 3-1 présente la comparaison entre les spectres MAS et ceux obtenus via la
séquence DUMBO a la méme fréquence MAS de 12 kHz (en pointillés). On remarque un gain en
résolution considérable sur la phase COM que nous avons immédiatement exploité pour les deux
autres phases COD et COT (voir Figure 3-1). D’'un point de vue expérimental, la température de
I’échantillon a systématiquement été maintenue a 10°C en utilisant une unité de régulation de
température Bruker BCUX. Compte tenu de I'effet d’échelle de la séquence DUMBO sur I'axe des
déplacements chimiques 'H, il a été nécessaire de calibrer trés soigneusement I'échelle des 8i(*H).

Les avantages de I'approche par RMN "H CRAMPS sont ici évidents : (i) il est tout a fait possible de
distinguer les trois phases COM, COD et COT sur la base de leurs spectres *H ainsi résolus. Notons
gue cela était totalement impossible par simple rotation MAS a fréquence plus élevée, 30 kHz par
exemple, (ii) les spectres 'H sont tous obtenus dans des temps trés courts de I'ordre de quelques
secondes. Il s’agit donc d’une technique de caractérisation tres performante, a la fois en terme de
pouvoir résolutif que de simplicité et de rapidité. Il est d’ailleurs tout a fait possible d’analyser de
maniére quantitative des mélanges de phases synthétiques de COM, COD et COT - voire d’utiliser
les signatures 'H des phases de référence pour analyser qualitativement des échantillons biologiques
(voir Chapitre 4), en tenant compte des contributions des composantes organiques (comme des
protéines ou des triglycérides).

Les valeurs des 8,;.(*H) s’étendent d’environ 3 a 7 ppm. Il ny a la aucune surprise sachant que &;.('H)
est particulierement sensible aux liaisons O-H-:O au sein des réseaux de liaisons—H [13]. En
revanche, I'interprétation détaillée des spectres "H CRAMPS est complexe. Considérons tout d’abord
le spectre 'H du COM (Figure 3-1, en rouge). D’aprés les données cristallographiques [14], deux
molécules d’eau inéquivalentes sont présentes dans I'unité asymétrique, ce qui conduit a un total de
quatre protons inéquivalents. Un seul pic de résonance est observé, centré sur la valeur
Siso(*H) = 5,26 ppm. Nous avons optimisé au mieux la résolution de I'expérience en réglant les
parametres de la séquence DUMBO a I'aide de cette phase COM. Une premiere hypothese consiste a
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supposer une certaine mobilité des molécules d’eau de la structure (réorientation de 180° par
exemple) conduisant a une moyenne des déplacements chimiques. Cela devrait conduire alors a un
effet de moyenne identique sur les résonances °C de la structure ... ce qui n’est manifestement pas
le cas (voir paragraphe ii. ci-dessous). Nous reviendrons sur ce point lors de I'étude de la phase COM
par DNP a la température de 100 K (voir paragraphe 4.a).).

1H CRAMPS I

RO=12kHz

H RO=12kHz

'H CRAMPS
700 MHz

A

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2
{ppm}

Figure 3-1 : A gauche : Spectres RMN 'H CRAMPS des trois hydrates d'oxalates de calcium, COM, COD et COT obtenus a
I’aide de la séquence DUMBO [7]. RO (fréquence de rotation), d1 (délai de relaxation) = 10 s. NS = 20. LB (line
broadening) = 10 Hz. Les spectres MAS de chacune des phases sont ajoutés en pointillés a RO équivalente. A droite :
comparaison des spectres obtenus sur le COD a 700 MHz (DUMBO) (en bleu) et a 850 MHz (ultra fast MAS 80 kHz)
(en noir).

Le spectre de la phase COD (en bleu sur la Figure 3-1) est difficile a interpréter directement (on
observe deux pics assez bien définis situés a 8,,(*H) = 4,11 et 5,17 ppm, ainsi qu’un épaulement
beaucoup plus large centré sur 8,,(*H) ~ 7 ppm). Pour s’assurer que la séquence DUMBO n’introduit
pas de distorsions spectrales importantes, nous avons décidé d’étudier I’échantillon de COD en
rotation ultra fast MAS (ici 80 kHz, sonde JEOL de 1 mm) et a ultra haut champ magnétique
(Bo =20 T). La comparaison des deux spectres du COD démontre que la méthode CRAMPS a 12 kHz
et 700 MHz est robuste et n’introduit pas d’artéfact majeur au niveau des spectres. Il est intéressant
de rappeler ici que la structure du COD est de nature zéolithique (voir Chapitre 1). La formule ce
cette phase dihydratée est en réalité : CaC,0,:(2+x)H,0 avec x ~0,5. La distribution des molécules
d’eau zéolithiques est sans conteste a I'origine d’un certain désordre de positions, qui se traduit par
un élargissement des résonances du spectre 'H. Nous n’avons pas tenté d’aller plus avant dans
I'interprétation des différentes contributions du spectre '"H CRAMPS du COD. Des expériences de
corrélations 'H—'H fondées sur l'interaction dipolaire homonucléaire auraient sans doute pu
permettre d’identifier les molécules d’eau participant exclusivement au réseau de liaisons—H. Enfin,
le spectre de la phase COT (en vert sur la Figure 3-1) apparait beaucoup plus résolu que celui du COD
et plus informatif que celui du COM. Dans sa structure, on retrouve 3 molécules d’eau soit 6 protons
inéquivalents [15]. Trois pics principaux centrés sur 8.(*H) = 3,36, 5,95 et 6,53 ppm sont clairement

mis en évidence.
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il. RMN 13C CP MAS : une technique résolue et trés informative

Les spectres des trois phases COM, COD et COT ont été principalement enregistrés par RMN **C CP
MAS. Le choix de la polarisation croisée se justifie ici pleinement car les trois structures présentent
des "similitudes" en ce qui concerne les bains de protons et les caractéristiques des noyaux “C:
dans tous les cas, nous sommes en présence de noyaux non-protonés (*CO07), pour lesquels la
source de polarisation 'H provient de molécules d’eau en liaisons—H. Il en résulte a priori des
caractéristiques comparables quant aux réglages des trois expériences CP MAS. Notons que
I’expérience a été optimisée pour chaque composé et qu’un temps de contact (t¢p) optimal de 10 ms
a été choisi par la suite. Pour 1 > 10 ms, des effets de Tlp(lH) se manifestent pour les champs RF
utilisés ici (diminution du signal *C).

Le spectre du COM (en rouge sur la Figure 3-2) est caractérisé par 4 pics isotropes centrés sur
8io(3C) = 169,13 ; 168,43 ; 168,18 et 167,63 ppm. La largeur de raie moyenne est évaluée a ~ 50 Hz.
L'observation de 4 pics isotropes est en accord avec les données cristallographiques de la phase
COM (Chapitre 1 partie 1 a).). Nous remarquons immédiatement qu’une résolution importante est
ici nécessaire afin de permettre la distinction des différentes résonances 13C. En effet, toutes les
résonances relatives aux ions oxalates sont regroupées dans une trés faible gamme de déplacements
chimiques isotropes, de 166 a 170 ppm environ. Le réglage de I'angle magique est donc un préalable
nécessaire a toute campagne d’expériences, sachant que les noyaux “°C des groupements *COO~
sont soumis a une forte anisotropie de déplacement chimique, en particulier a tres haut champ
magnétique. Le spectre du COD (en bleu sur la Figure 3-2) se distingue nettement des autres. On
observe une unique raie de résonance, légérement déblindée (8i,(*>C) = 169,72 ppm) et beaucoup
plus large (~ 130 Hz). Cette largeur de raie peut étre expliquée par une distribution de déplacements
chimiques C, consécutive a la présence de molécules d’eau de type zéolithique dans la structure du
COD (voir également la discussion relative a la RMN 'H CRAMPS présentée dans le paragraphe i.).
Enfin, la phase COT (en vert) est caractérisée par deux résonances fines (~40 Hz) centrées sur
Siso(°C) = 169,42 et 168,44 ppm.

Afin d’étre le plus exhaustif possible, les spectres RMN *C MAS ou CP MAS de deux autres dérivés
d’oxalates de calcium sont présentés sur la Figure 3-2. Le spectre de la phase anhydre, COAnh (en
noir), est bien sdr enregistré a 'aide d’une séquence *C HPDEC (avec découplage du proton durant
Iacquisition du signal °C) et 8.,("C) = 169,05 et 167,25 ppm. Il est a noter que les données
cristallographiques indiquent la présence de 4 sites °C inéquivalents dans la structure (Chapitre 1
partie 1 a).). Il se peut tout a fait que les résonances soient trés proches deux a deux et qu’elles ne
puissent pas étre résolues dans les conditions expérimentales choisies. On notera également que la
phase de COAnh étudiée ici n’est pas completement pure, une fraction faible de COM étant mise en
évidence par ailleurs par FTIR (de fait, il est assez difficile d’identifier cette composante de COM dans
le spectre *C CP MAS, mis a part I'observation de pieds de pics). La phase amorphe d’oxalate de
calcium (ACO, en marron sur la Figure 3-2) est caractérisée par un spectre globalement élargi. Alors
gue la DRX sur poudre de cette phase n’a pas pu étre réalisée a cause du peu d’échantillon obtenu,
on notera que les effets sur (8i,(">C) restent limités a quelques ppm, voire a des fractions de ppm.
Nous reviendrons sur ce point particulier par la suite. Ce spectre est en accord avec les observations
faites par Hajir et coll. [16].
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Figure 3-2 : Spectres RMN 3¢ CP MAS des trois phases hydratées d'oxalates de calcium (COM, COD et COT) et de
I'oxalate de calcium amorphe (ACO). Le spectre 3C HPDEC {lH} de la phase d’oxalate de calcium anhydre (COAnh) est
également présenté. RO : fréquence de rotation MAS (kHz). NS le nombre de scans. d1 (délai de relaxation H)=3s.

(d1 =120 s pour COAnh).

Une premiére série de conclusions s’'impose a ce stade: (i) comme en RMN 'H CRAMPS (voir
paragraphe i.), la RMN **C CP MAS ou HPDEC permet de clairement distinguer I’ensemble des phases
d’oxalates de calcium, hydratées ou non, cristallisées ou amorphe. Les temps d’expériences, bien
que supérieurs & ceux nécessaires en RMN "H CRAMPS, restent tout a fait raisonnables (entre 1 et
2 heures suivant la résolution souhaitée), (ii) la résolution spectrale est un parameétre essentiel a
prendre en compte, sachant que la gamme de déplacements chimiques sondée est trés faible,
(iii) les observations en RMN C sont globalement en accord avec les données cristallographiques en
terme de sites inéquivalents. Dans le cas du COD, le désordre local généré par la présence de
molécules d’eau zéolithiques se manifeste par un élargissement conséquent de la raie de résonance
BC (un seul pic est d’ailleurs observé et on a bien 1 site inéquivalent présent dans la structure
cristallographique), (iv) enfin, on notera que les élargissements des résonances “C restent limités
dans le cas de la phase ACO.

L’étude dans la littérature de la phase ACO a été relancée durant ces dernieres années [16]—[18]. En
effet, les phases amorphes (que ce soient des oxalates de calcium, des phosphates de calcium ou des
carbonates de calcium) sont considérées comme des intermédiaires potentiels au cours des
processus de biominéralisation [19]—[21]). La description de la synthese de la phase ACO est trés
récente [16] : d’aprés les auteurs, elle a nécessité la mise en ceuvre d’'un milieu réactionnel non
aqueux (éthanol absolu, a température ambiante), de fagon a éviter I'obtention directe de la phase
COM par un processus de dissolution—recristallisation. Des nanoparticules agglomérées (de diamétre
moyen de l'ordre de 10 nm environ) sont alors obtenues sous forme de films minces aprés
ultracentrifugation. Hajir et coll. [16] ont ensuite caractérisé cette phase par DRX sur poudre,
diffusion Raman, analyses thermiques et RMN **C MAS (voir Chapitre 1). Deux pics assez larges,
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centrés sur 8,,(*C) = 167,9 et 168,7 ppm, ainsi qu’un épaulement s’étendant sur la zone
163-172 ppm, sont mis en évidence. Les largeurs de raie sont beaucoup plus importantes que dans le
cas du spectre de la phase COM, considéré ici en tant que référence.

De fait, I'apparition d’'une phase de type ACO (en paralléle de la formation de cristaux de COM)
semble étre un phénomene difficile a éviter complétement, y compris dans le cas de synthése en
voie aqueuse.

13C CPMAS
RO=5kHz
coOM

1S

175 174 173 172 171 170 169 168 167 166 165 164 163 162 161
(ppm)

Figure 3-3 : Spectres 3¢ CPMAS a) échantillon référence de COM Figure 3-2, b) c) et d) échantillons de COM synthétisés
par voie aqueuse lors de cette thése. RO =5 kHz.

Sur la Figure 3-3, nous présentons une série de spectres *C CP MAS de différents échantillons de
COM obtenus par voie aqueuse. Les spectres FTIR, les diffractogrammes de rayons X et les images
MEB correspondants indiquent la présence de COM (de maniére trés majoritaire), la RMN *C CP
MAS met en évidence la superposition quasi-systématique de 4 résonances fines (phase COM, dont
les 8io(*>C) peuvent varier trés légérement d’un échantillon a I'autre) a deux composantes plus
larges qui peuvent étre attribuées a une phase de type ACO (voir paragraphe 1. b). i.)(traits marron
Figure 3-3). En d’autres termes, la synthése en milieu aqueux de mélanges d’ACO/COM semble
particulierement aisée. Nous reparlerons de ce point lors de I'analyse de calculs rénaux formés
majoritairement de la phase COM (voir Chapitre 4).

ii. RMN #3Ca MAS : un challenge en abondance naturelle

Pour rappel, I'isotope “*Ca est un spin quadripolaire (I = 7/2) et présente une trés faible abondance
naturelle (0,14 %) et un faible rapport gyromagnétique, y (ainsi sur un spectrométre 850 MHz, la
fréquence de Larmor du **Ca est de 57,2 MHz). Toutes les expériences ont été effectuées a ultra
haut champ magnétique (20 T, 850 MHz), en rotation MAS (5 kHz) et en utilisant des rotors de 7 mm
(voir Chapitre 2 partie 2 c). iii.).
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A notre connaissance, une unique publication a été reportée dans la littérature, traitant de
I'utilisation potentielle de la RMN *Ca MAS (en abondance naturelle) dans le cadre des oxalates de
calcium et des calculs rénaux [22]. A trés haut champ magnétique (900 MHz, 21,1 T), des spectres
MAS sont présentés pour les phases COM et COD. Ils sont caractérisés par des rapports signaux/bruit
tres faibles. De plus, dans le cas de la phase COM, les auteurs attribuent le caractere gaussien de la
raie de résonance **Ca a un désordre local au niveau de la structure (un tel désordre a été proposé
initialement par Tazzoli et Domeneghetti [23])

La Figure 3-4 présente les trois spectres RMN “*Ca MAS (850 MHz, sonde Bruker de 7 mm, DFS avant
I'impulsion RF pour améliorer la sensibilité d’un facteur généralement supérieur a 2 lorsque
I'intensité des signaux est prise en compte) des phases COM, COD et COT. Les déplacements
chimiques **Ca ont été référencés par rapport a une solution aqueuse de CaCl,, 1,0 mol.L™. Ici, le
choix d’une solution aqueuse "saturée" de CaCl, n’est pas judicieux, compte tenu de la variation
(aléatoire) du déplacement chimique observé.

3Ca MAS NMR

RO=3 kHz
Site &(ppm) Cy(MH2) Nq
Cal 04 16 0,70
call =26 15 0,60
Site 6(ppm) Cq(MHz) nq
Cal -2,6 16 0,17
Site &(ppm) Cq(MHz) ng
Cal -0,05 0,94 0,60

Figure 3-4 : Spectres RMN Cca MAS des phases synthétiques de COM, COD et COT (spectromeétre 850 MHz, sonde 7 mm
MAS). DFS avant I'impulsion. Délai de relaxation : 0,8 s. Temps expérimental : COM 1 h 40, COD 4 hrs et COT 1 h 15.

Tableaux : parameétres RMIN extraits des spectres MAS (a plusieurs champs magnétiques). 6i50(43Ca) =+1,0 ppm,
Co(*Ca) = £0,20 MHz, no(*ca) = + 0,3 [24].

Contrairement a la publication de Bowers et coll. [22], le spectre **Ca MAS du COM présente un bon
rapport signal/bruit et n’est pas caractérisé par un signal de type gaussien. A I'aide d’expériences a
deux champs magnétiques, Colas et coll. [24] ont démontré que le spectre pouvait étre simulé a
I'aide de deux sites, dont les parametres sont précisés sur la Figure 3-4. La présence de deux sites
distincts est compatible avec les données cristallographiques de la phase COM (Cal et Ca2 - voir
Chapitre 1). Les spectres RMN “*Ca MAS des phases COD et COT sont présentés également sur la
Figure 3-4. On notera des différences explicites tant au niveau des déplacements chimiques
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isotropes que des parametres quadripolaires. Les deux spectres relatifs au COD et au COT ont été
simulés avec un seul site, en accord avec les structures cristallographiques publiées (Cal). Dans le
cas du COT, la constante quadripolaire est particulierement difficile a évaluer, sachant que les
éventuelles bandes de rotation des transitions satellites ne sont pas nettement détectables.

En conclusion, et contrairement aux données de la littérature, il est assez aisé d’enregistrer des
spectres *Ca MAS pour les différentes phases d’oxalates de calcium hydratés. Il s’agit [a d’une
nouvelle approche spectroscopique qui sera étendue a I'étude de calcifications pathologiques (voir
Chapitre 4). Notons d’ores et déja que Bowers et coll. [22] ont également publié un spectre de
Ca MAS dans le cas d’un calcul rénal. En comparaison des spectres “*Ca MAS des phases COM, COD
et COT, un décalage global des déplacements chimiques (shielding de plusieurs ppm) est observé et
attribué aux interactions potentielles entre les cristaux présents dans le calcul et les composantes
organiques. Cette hypothese sera rediscutée au cours du Chapitre 4 lorsque nous présenterons les
spectres **Ca MAS de plusieurs calcifications.

b) Effets de la température et de la pression sur les spectres RMN de COM,
COD et COT

L’historique de cette section (qui démarre de fait au tout début de notre travail de thése !) est a
relier  notre volonté initiale d’enregistrer des spectres >C CP MAS des phases COM, COD, COT (et
des calculs rénaux) en utilisant des fréquences de rotation MAS les plus élevées possibles, dans le
but de moyenner au mieux les effets de CSA et de couplages dipolaires. Au-dela de 10 kHz, il est
apparu que des modifications profondes des spectres étaient observées, certaines étant réversibles,
d’autres ne I’étant manifestement pas ... Bien entendu, nous avons mis en cause |’élévation de
température au sein de I’échantillon due a la friction du gaz de rotation sur le rotor contenant
I’échantillon. Il s’agit d’'un phénomeéne bien connu des constructeurs (comme Bruker) qui fournissent
des abaques, telles que celle présentée ci-dessous pour chaque diamétre de sonde et pour une
fréquence de rotation MAS donnée.
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Figure 3-5 : Courbes représentant I'élévation de température de I’échantillon (en K) a I'intérieur du rotor et en rotation
MAS pour un type de sonde donnée : 7, 4, et 2,5 mm (catalogue BRUKER).

On note qu’en absence de toute régulation de la température (par exemple via I'unité Bruker BCUX),
et pour une sonde de 2,5 mm de diameétre, I'élévation de température de I’échantillon est de I'ordre
de 41 K a la fréquence MAS de 30 kHz. Dans la partie suivante, le terme « T° OFF » désigne les
expériences réalisées sans régulation de la température et donc soumises a son élévation lors de la
rotation a I'angle magique.

Considérant la structure des oxalates de calcium (présence de molécules d’eau), il n’est donc pas
étonnant d’observer des modifications au niveau de spectres *C CP MAS. Nous rappelons ici que le
COM correspond a la phase thermodynamiquement stable, alors que les phases COD et COT sont
métastables et ont tendance a se déshydrater spontanément (voir Chapitre 1). Depuis des
décennies, des expérimentateurs ont mis au point des méthodes ingénieuses pour mesurer la
température (ainsi que les gradients de température), a I'intérieur de I’échantillon, in situ. Citons par
exemple : (i) les travaux de Bielecki et Guan [25], [26], utilisant la variation du déplacement chimique
du *”’Pb dans le nitrate de plomb ou ceux de Grimmer et coll. utilisant le déplacement chimique du
95n dans I'oxyde Sm,Sn,0- [27], (ii) les travaux plus récents de Thurber et coll. [28]qui utilisent les
propriétés particulieres (déplacement chimique isotrope et temps de relaxation T;) du noyau "°Br
dans KBr. Les auteurs relient directement ces parametres a la température de I'échantillon (in situ)
et observent la variation suivante: —0,0250 ppm.K™'. En d’autres termes, une élévation de
température de 41 K (voir ci-dessus) va se traduire par un décalage de —1,025 ppm de la raie de
résonance du "°Br ... ce qui est tout a fait mesurable expérimentalement.
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Figure 3-6 : Spectres Br de KBr (rotor plein) en fonction de la fréquence de rotation MAS (de 2 a 32,5 kHz) dans le cas
d’une sonde Bruker 2,5 mm. Les courbes a droites montrent I’évolution de la température en fonction de la vitesse de
rotation et en fonction de 5 °Br (d’apres I’équation de Thurber et coll. [28] appliquée aux 57°Br expérimentaux).

La variation du déplacement chimique isotrope "°Br de KBr dans un rotor de 2,5 mm (rotor plein) en
fonction de la fréquence de rotation MAS est présentée sur la Figure 3-6. Dans ce cas, aucune
régulation en température n’est mise en place. Pour une fréquence de 2 kHz, un pic symétrique
(~ 130 Hz) est observé et calé arbitrairement a 0,00 ppm en déplacement chimique. A chaque palier
en fréquence, un délai de 10 minutes est respecté avant toute expérience RMN afin de permettre a
I'ensemble de I’échantillon de s’équilibrer thermiquement (cette durée a été optimisée). On
remarque que pour une fréquence MAS inférieure a 10 kHz, I’échauffement de I’échantillon est
négligeable (en accord avec les données du constructeur — voir Figure 3-5 ci-dessus). A haute
fréquence (supérieure a 12,5 kHz), on observe a la fois un décalage (shielding) de la raie de
résonance (en accord avec les travaux de Thurber et coll.), ainsi qu’'une asymétrie de la résonance
(celle-ci est notable a 32,5 kHz, la largeur de raie est de I'ordre de 230 Hz). Nous attribuons cette
asymétrie a la présence de gradients de température a l'intérieur du rotor. De tels gradients sont
également facilement mis en évidence par RMN **’Pb MAS du nitrate de plomb (données non
reportées ici). Lorsque la fréquence de rotation est ramenée a 2 kHz, on observe un pic symétrique
centré a 0,00 ppm (spectre en rouge sur la Figure 3-6), superposable au spectre obtenu en début
d’expérience.

Afin d’étudier les effets de la rotation MAS sur les phases synthétiques de COM, COD et COT, nous
avons mélangé les poudres obtenues avec du KBr de fagon a obtenir une mesure in situ de la
température. L'idée n’a pas été couronnée de succes compte tenu du caractere hygroscopique du
bromure de potassium. En mélange avec un oxalate de calcium di- ou trihydraté, KBr réagit avec
celui-ci et conduit a une accélération de la déshydratation. Ce phénomene est bien représenté sur la
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Figure 3-7. Le spectre RMN "°Br MAS en rouge correspond a un échantillon de COD synthétique en
mélange avec KBr, a une fréquence MAS de 5 kHz. A une telle fréquence, |’élévation de température
est négligeable (voir ci-dessus). Néanmoins, au cours du temps (16 heures), le spectre "°Br subit des
modifications trés importantes : le pic centré a 0,0 ppm s’élargit (spectre en bleu) et une nouvelle
composante large apparait a environ — 33 ppm. Cette composante large est attribuée sans ambiguité
a des noyaux "°Br en forte interaction avec des molécules d’eau. En effet, 'ajout d’une goutte d’eau
a l'intérieur d’un rotor rempli de KBr conduit a I'observation d’une telle résonance. En d’autres
termes, la structure COD s’est déshydratée spontanément au contact de KBr (pour donner une
phase de type COM, comme nous le verrons par la suite). En conséquence, nous avons décidé, pour
la suite des expériences en rotation MAS a fréquence variable, d""isoler" le KBr de |’échantillon
d’oxalate de calcium hydraté considéré. KBr a été placé au fond du rotor mais toujours en contact du
reste de la poudre. La température mesurée via la résonance "°Br de KBr correspond donc a la partie
basse du rotor dans toutes les expériences a venir.

°Br MAS
RO=5|(H/
l_l_\
6 5 4 3 2 1 0 -1 2 3 4 5 6
(ppm)
c; -1'0 -2:3 -3jo -4'0

(ppm)

Figure 3-7 : Spectres Br (en rouge) d’'un mélange KBr + COD (rotor plein) pour une fréquence MAS de 5 kHz. Aprés une
période d’environ 16 heures, le spectre B se modifie notablement due a I’hydratation partielle de KBr et la
transformation spontanée de COD en COM (en bleu).

L Effet de la fréquence de rotation MAS sur les phases COM, COD et COT

Dans un premier temps, nous avons évalué les modifications des spectres *C CP MAS de maniére
systématique pour les trois phases de COM, COD et COT. Sur la Figure 3-8 sont présentés les
résultats obtenus en fonction de la fréquence de rotation MAS. Une montée progressive de la
fréquence est effectuée jusqu’a 30 kHz, suivie d’'une redescente de celle-ci jusqu’a 5 kHz. Une
période de 10 minutes (avant toute impulsion RF) permet a I'ensemble de I'échantillon de
s’équilibrer en température. A la fréquence de 5 kHz, nous estimons que I'élévation de température
a I'intérieur du rotor de 2,5 mm est négligeable. La mesure de la température est effectuée in situ a
I"aide de KBr (voir ci-dessus).
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Figure 3-8 : Effets de I'augmentation de la fréquence de rotation MAS (de 5 kHz, spectre du bas, a 30 kHz puis retour a
5 kHz, spectre du haut. Sonde MAS de 2,5 mm. Aucune régulation en température n’est mise en ceuvre. a) COM. b) COD
(ici, le premier spectre a 30 kHz (en bas) correspond au point de départ de I’évolution du composé. c) COT.

Sur la Figure 3-8c, le spectre caractéristique du COT (2 pics isotropes) est observé a 5 kHz. La montée
en fréquence (a 30 kHz) ne produit pas de modifications notables tout au moins sur une période
limitée de temps. Aprés plusieurs heures, on observe une transformation progressive conduisant
in fine a un spectre présentant 4 pics isotropes. Un tel spectre est compatible avec I'obtention de la
phase COM. L’évolution de la phase COD (Figure 3-8b, 1 unique pic élargi par rapport au COT — voir
Figure 3-2) est, elle-aussi, initiée apres une certaine période de temps, en rotation a 30 kHz. A cette
vitesse, on remarque une différence de température due a la réaction in situ (réaction
endothermique — voir Chapitre 1). Au cours de la descente en fréquence de rotation MAS, on
remarque une fois encore I'apparition d’'une phase de type COM. En d’autres termes, les deux
phases COD et COT, métastables, se transforment in situ en la phase thermodynamiquement stable,
a savoir le COM, (par déshydratation partielle). Les résultats concernant la phase de COM sont
présentés sur la Figure 3-8a. De maniere particulierement intéressante, la phase COM subit
également des transformations notables, mais réversibles (contrairement aux phases COD et COT).

A ce stade de cette étude, nous pouvons tirer les conclusions suivantes : (i) les trois phases COM,
COD et COT subissent des transformations in situ lors du cycle montée/descente de la fréquence de
rotation MAS, (ii) les phases COD et COT évoluent systématiquement vers la phase
thermodynamiquement stable, COM. L’évolution du COD est progressive alors que la transformation
de COT est plus abrupte. On remarque de plus que la phase anhydre COAnh (voir Figure 3-2) n’est
jamais obtenue, (iii) la phase COM est également sensible aux effets de la rotation MAS, mais de
facon réversible, (iv) dans les cas du COM et du COD, on observe un passage par un spectre trés
caractéristique, comportant 2 pics assez larges et centrés sur 8io(°C) = 167,9 et 168,8 ppm
(I'observation est beaucoup moins nette dans le cas du COT). Il est tres curieux de constater que ces
déplacements chimiques correspondent a ceux de la phase ACO (voir Figure 3-9).
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Figure 3-9 : Spectres 3¢ cP MAS a) spectre de COM en rouge et ACO en noir et bleu d’apres [16] b) en haut spectre de
COM a RO =5 kHz, au milieu spectre ACO a 10 kHz et en bas spectre de COM a 30 kHz.

Nous mentionnons également qu’une publication étudie une transformation de phase pour le COM
entre 318 et 425 K [29]. Le groupe d’espace observé est alors 12/m (au lieu de P2,/c). Dans ce cas, le
nombre de sites °C inéquivalents est de 2, (v) on remarque que les spectres *C CP MAS des
différents échantillons de COM obtenus ne sont pas strictement identiques. Cette observation est en
accord avec les remarques faites dans le paragraphe 1. a). ii., ci-dessus (Figure 3-3).

Sachant que l'augmentation de la fréquence MAS induit des effets simultanés de température et de
pression, nous avons tenté de les "découpler" en mettant en place les expériences suivantes :

- tout d’abord, en choisissant une fréquence de rotation modérée (afin de ne pas induire
d’élévation locale de température) et en faisant varier progressivement la température
grace a un module de régulation (BCUX). Dans ce cas, les effets de pression sont maintenus
constants et seuls les effets de T sont étudiés.

- Ensuite, en régulant la température a une valeur fixée, et en augmentant progressivement la
fréquence de rotation, de facon a mesurer les effets éventuels de pression.

ii.  Découplage des effets de température et de pression

Lors des expériences en rotation a I'angle magique, il est admis qu’une élévation de température au
sein de I'échantillon survient, due aux phénomeénes de friction. De tels phénomeénes ont été bien
décrits en particulier par Grimmer et coll.[27], [30]. Des composés (magnétiquement actifs) ont été
sélectionnés de maniere a donner une indication précise de la température a I'intérieur du rotor (le
déplacement chimique isotrope est dépendant de T et donc de la fréquence de rotation MAS. Le
plus utilisé d’entre eux est certainement le nitrate de plomb, Pb(NOs), (**’Pb : | = %).

Curieusement, les effets de pression (ou stress, ou force appliquée par unité de surface) sont peu
mis en avant alors qu’a 30 kHz (sonde MAS de 2,5 mm), des forces centrifuges considérables
s'appliquent a I"échantillon. Jochum et coll. [31] ont ainsi calculé qu’a 30 kHz, un échantillon
standard en terme de densité et de coefficient de Poisson pouvait subir des pressions de l'ordre de
25 MPa (250 bars). De maniére assez contre-intuitive, le stress est maximum au centre du rotor (et
non sur les bords). Cela se traduit expérimentalement par la formation d’un cone vide au centre de
I’échantillon que I'on observe apres I'expérience MAS.
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Zwanziger et coll. [32] ont démontré a I'aide de monocristaux de Pb(NO;), et de GaP (en mode
statique) qu’une pression appliquée (méme faible, de I'ordre de 1 MPa (10 bars)) pouvait induire des
effets notables et mesurables sur le déplacement chimique et les paramétres quadripolaires. Ces
effets ont été également observés sur des monocristaux de GaP en rotation MAS rapide [31]. Dans le
cas d’un échantillon de poudre de GaP, I'effet sur 8.,(>'P) est beaucoup plus faible mais reste
néanmoins mesurable (la valeur du shift de 8,,(**P) vaut alors ~ 1/3 de la valeur observée a partir du
monocristal de GaP). Dans tous les cas étudiés, les auteurs ont utilisés Pb(NO;), comme
thermometre interne, de fagon a distinguer clairement les effets de shift dus a la température, de
ceux dus a la pression.

Dans la suite de cette section, nous utiliserons KBr ("Br) comme thermométre interne de fagon a
fixer la température de I'échantillon ou de |a faire varier a dessein.

A droite de la Figure 3-10, un spectre caractéristique du COD est observé a 10 kHz et a température
non régulée (T° OFF). Aucune modification du spectre n’est observée : (i) a température régulée
(297 K) et a haute fréquence MAS (30 kHz) sur 6 heures, (ii) a température régulée (313 K) et a
fréquence MAS modérée (10 kHz) sur 12 heures. En revanche, lorsque température et fréquence de
rotation MAS augmentent de concert (partie gauche de la Figure 3-10), alors la transformation
rapide du COD en ACO (ou COM - voir Figure 3-8) est bien mise en évidence. Nous concluons que les
effets combinés de la température et de la pression reliés a 'augmentation de la fréquence de
rotation MAS sont a I'origine de la transformation in situ de la phase COD en COM.

13¢ RO= 30kHz
T° OFF

13¢C

~1h RO = 10kHz T = 40°C
RO=30kHzT=24°C
\
RO = 10kHz T° OFF
7 17z 170 168 166 164 162 175 70 65161
(ppm) (ppm)

Figure 3-10 : Spectres B¢ cP MAS de la phase COD et évolution en fonction de la température de I’échantillon et de la
fréquence de rotation MAS. T° OFF : pas de régulation de la température a I'aide du module BCUX. A gauche : fréquence
de rotation MAS : 30 kHz et pas de régulation de la température. A droite : différentes fréquences de rotation MAS avec
régulation active de la température de I’échantillon. d1 = 2 s et NS = 2048. Le spectre en haut a gauche est obtenu apres

ré-optimisation des parameétres de polarisation croisée avec NS = 256.
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L'approche expérimentale a été similaire pour I'’étude des transformations in situ du COT. Sur la
partie droite de la Figure 3-11 la température a été régulée a 298 K et la fréquence de rotation est
élevée : 30 kHz. Aucune modification n’est observée sur 1 heure (par manque d’échantillon cette
expérience n’a pas pu étre réalisée sur un temps plus long). En revanche, une élévation de
température (313 K) a fréquence MAS modérée (10 kHz) conduit a une lente évolution de la phase
COT en COM (partie gauche de la Figure 3-11). Une différence fondamentale distingue I’évolution du
COT de celle du COD (voir Figure 3-8) : en effet, dans le cas du COT, le passage par la phase ACO
n’est pas du tout observée. En d’autres termes, la déshydratation (de trois a une molécule d’eau par
entité CaC,0,) est progressive, avec un abaissement de la symétrie local. On remarque que le pic
situé a 168,44 ppm est commun a COT et COM. Dans le cas du COD (voir Figure 3-10), I'effet
combiné de la pression et de la température agit trés certainement sur la structure zéolithique,
conduisant a une phase peu définie (de type ACO).

Be RO= 10kHz

T=40°C
J\E,v
B P S

3¢ RO=30kHz
T=25°C

~ 9 hrs

AN

: = L s . L
1 170 169 168 167 166
171 170 169 (©pm) 168 167 166 (ppm)

-

Figure 3-11 : Spectres B¢ cP MAS de la phase COT et évolution en fonction de la température de I’échantillon et de la
fréquence de rotation MAS. A droite : fréquence de rotation MAS : 30 kHz et température régulée a 25°C. A gauche :
fréquence de rotation MAS : 10 kHz et température régulée a 40°C. d1 =2 s et NS = 512.

D’un point de vue plus en lien avec les observations cliniques, ce résultat est particulierement
intéressant. En effet, il est démontré qu’a environ 40°C (soit une température proche de celle du
corps humain), la phase COT se déshydrate partiellement, mais assez rapidement, en COM. Or, il est
un fait acquis que la phase trihydratée d’oxalate de calcium (COT) n’est pas observée au niveau des
calculs rénaux. Quant a la phase zéolithique de type COD, nous avons vu précédemment que I'effet
de la seule température n’était pas suffisant pour induire la transformation en COM. De fait, les
cristaux de COD (en forme de bipyramides caractéristiques) sont observés dans les calcifications
rénales (voir Chapitre 1).

124



13c

RO = 30 kHz
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T=25°C
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171 170 169 168 167 166

{ppm])

Figure 3-12 : Spectres >C CP MAS de la phase COM et évolution en fonction de la température de 'échantillon et de la
fréquence de rotation MAS. T° OFF : pas de régulation active de la température. d1 =2 s et NS = 256 (512 pour le
spectre c)).

Enfin, I'évolution du spectre *C CP MAS du COM est présentée sur le Figure 3-12. De légéres
variations (essentiellement au niveau des déplacements chimiques isotropes — ~0,1 ppm) sont
observées dans le cas d’une fréquence de rotation MAS modérée (température régulée). Les
modifications sont beaucoup plus importantes lorsque pression et température agissent
simultanément. En conclusion, la phase COM est peu sensible aux seuls effets de température, bien
que la RMN C CP MAS soit suffisamment résolutive pour mettre en évidence de trés faibles
variations de structure.

Nous terminons cette section en montrant que |'effet de la rotation MAS peut également influencer
le déplacement chimique isotrope de noyaux quadripolaires comme le **Na (I = 3/2). Dans le
Chapitre 5, nous avons décrit la synthése de gros cristaux (taille de I'ordre de plusieurs mm) de
I’hydrogénooxalate de sodium monohydraté, NaHC,0,-H,0. Les déplacements chimiques ‘H et **C de
ce composé sont les suivants : 8,,(*H) = 4,9 (H,0) et 15,6 ppm (COOH) ; 8so(**C) = 164,9 (COOH) et
166,1 ppm (COO").

Du point de vue de la cristallographie, NaHC,0,-H,0 comporte un seul site 2Na [33]. Le spectre
2Na MAS (5 kHz) de ce composé est présenté sur la Figure 3-13. Un découplage {H} de type
SPINAL-64 [34], [35] est utilisé durant I'acquisition du signal afin d’obtenir la meilleure résolution
possible (tout particulierement a faible fréquence de rotation MAS). Le spectre est constitué : d’une
unique transition centrale (CT) élargie par I'effet quadripolaire au second-ordre, des bandes de
rotation de la transition centrale et des peignes de bandes de rotation des deux transitions satellites
(ST). L'ensemble du spectre peut étre simulé de maniére trés satisfaisante a I'aide des parametres
suivants : 8io(**Na) = 2,40 ppm, Co(**Na) = 1,86 MHz, no(*Na) = 0,33. La simulation peut étre
effectuée a partir du spectre MAS complet. Lorsque la fréquence de rotation augmente de 5 a
20 kHz, on note une légeére variation de §.(**Na) (de I'ordre de — 0,35 ppm). Cette variation est
réversible.
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Lors de notre présentation de I'approche calculatoire GIPAW appliquée aux phases d’oxalate de
calcium hydraté (voir partie 4.c).), nous reviendrons sur ces variations subtiles des paramétres RMN
en fonction de la température.

ZNa MAS
variable v,

(ppm)

Figure 3-13 : Spectres 2Na MAS (transition centrale) de la phase NaHC,0,-H,0 (spectrométre 850 MHz, sonde MAS
3,2 mm HX). La fréquence de rotation MAS est variable : 5 kHz (en noir, trait continu), 10 kHz (en vert), 20 kHz (en
rouge), retour a 5 kHz (en noir, trait pointillé). Insert en haut a gauche : spectre MAS complet mettant en évidence la
transition centrale (CT) et les transitions satellites (ST).

iil. Effets de la diminution de température

Le comportement des phases d’oxalate de calcium hydraté a été également étudié a plus basse
température (jusqu’a — 30°C), en utilisant un spectrométre 700 MHz. Dans ce cas, la température a
été régulée a 'aide du module BCUX. Les spectres >C CP MAS de la phase COT sont présentés en
fonction de la température (mesuré par la BCUX) sur la Figure 3-14. La fréquence de rotation est
modérée (10 kHz) de facon a ne mettre en évidence que des effets dus a la température (voir
ci-dessus). De maniére remarquable, on observe de trés faibles variations de déplacement chimique
pour un seul des pics attribués au COT. La variation de ce déplacement chimique particulier est
estimée a + 0,0028 ppm.K™" sur cette gamme de température. Une telle valeur n’est pas suffisante
pour utiliser le COT comme "thermometre" interne. A titre comparatif, nous avons joint a la
Figure 3-14 un spectre *C CP MAS de la phase COT obtenu & ~ 100 K (au cours d’une expérience de
DNP CP MAS — voir la partie 4 de ce Chapitre) (nous précisons que le pic le plus déblindé a été
volontairement centré sur 169,46 ppm). Nous confirmons ici que I'écart relatif entre les deux
résonances augmente lorsque la température de I’échantillon diminue.
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13¢ CP MAS NMR 168,49 ppm — T,
RO = 10 kHz 168,43 ppm — 263K
168,35 ppm — 243K
168,16 ppm — 106K
169,46 ppm
|
1'.;'1 l]:'O 169 168 167 1&6

Figure 3-14 : Spectres B¢ cp MAS (700 MHz) de la phase COT (fréquence de rotation : 10 kHz) en fonction de la
température : de la température ambiante a -30°C. Le spectre en noir a été enregistré a -167°C lors d’'une expérience de
DNP CP MAS (400 MHz et fréquence de rotation : 8 KHz — voir partie 4 a).).

Ces variations relatives de signaux sont également observables avec le COM : plus la température
décroit, plus les deux signaux au centre vont se déplacer I'un vers 'autre jusqu’a se croiser a trés
basse température (100 K) (Figure 3-15); le signal total gagne légérement en largeur (les raies
s’élargissent légérement et la gamme de déplacement chimique des 4 pics du COM augmente
grandement). Cela a été observé dans le cadre de la DNP comme nous le verrons plus tard.

13c
169,16
T°=105K 167,09
167,69

166,99

169,16
168,47
168,22
167,65

T°=295K

169,16
168,56
168,19
167,74

T°=313K

171 170 169 16‘8 167 166 165

{ppm)
Figure 3-15 : a) spectre 3¢ CP DNP MAS (400 MHz) de la phase COM (fréquence de rotation : 8 kHz) T°= 105 K. b) spectre
3C CP MAS (700 MHz) de la phase COM (fréquence de rotation : 10 kHz) T°= 295 K et c) spectre >C CP MAS (700 MHz) de

la phase COM (fréquence de rotation : 10 kHz) T°= 313 K.

Le pic le plus déblindé de chacun des spectres de la Figure 3-15 a été volontairement centré a
169,78 ppm.
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Nous avons démontré que la RMN C CP MAS était un outil particulierement adapté a la
caractérisation trés détaillée des structures de COM, COD et COT. De maniere inattendue, la rotation
MAS permet de décrire in situ les transformations des phases, COD vers COM et COT vers COM. En
utilisant KBr comme étalon interne pour la mesure en température, les effets de température et de
pression ont été décorrélés dans la mesure du possible. A température peu élevée, COD et COT se
transforment donc spontanément en COM, la phase la plus stable thermodynamiquement (cette
derniere remarque est particulierement vraie pour COT). Ces observations sont en accord avec les
données cliniques relatives aux calculs rénaux, montrant que la phase COM est surreprésentée alors
que la phase COT est quasiment absente.

Nous avons également montré que la phase dite COM est de fait beaucoup plus compliquée que
prévu lors de I'analyse d’échantillons synthétiques ou de COM obtenu aprés transformation in situ
des phases COD et COT. Malgré les diffractogrammes de rayons X et des spectres FTIR identiques, les
spectres *C CP MAS des échantillons de COM (provenant de différentes synthéses) sont distincts. De
maniére générale, 4 résonances résolues sont observées (de légers décalages de quelques fractions
de ppm peuvent étre mis en évidence), superposées a deux résonances plus larges et dont les
valeurs de 8,(">C) sont compatibles avec ceux d’une composante de type ACO.

2. Autour de I'hydroxyapatite (HAp) et des HAp substituées

La littérature concernant la famille des hydroxyapatites synthétiques, et plus généralement des
phosphates de calcium, est largement documentée [36]. A n’en pas douter, 'engouement des
chercheurs pour ce domaine est a relier a I'importance fondamentale de ces composés chimiques
dans le domaine biologique. Rappelons que I’hydroxyapatite substituée (dite apatite "biologique"
dans ce cas) est un des constituants majeurs des os et des dents chez les mammiféres. Les
substituants sont tout a la fois de nature anionique (F, Cos%, SiO44_,...) que cationique (Na*, K,
Mg, ..). Il en résulte une grande variabilité dans les mécanismes de compensation de charges
conduisant a une caractérisation détaillée des structures particulierement délicates. Dans un
ouvrage récent entiérement consacré a la substitution de I'HAp par les ions carbonates [37], Fleet
montre que, méme dans ce cas tres particulier (et largement simplifié par rapport a la réalité des
apatites "biologiques"), la complexité structurale est induite par la présence de plusieurs sites de
substitutions possibles pour les anions carbonates: les sites A (OH) et les sites B (PO,>) (voir
Chapitre 1). Dans la suite du manuscrit, nous serons également amenés a étudier des HAp
partiellement substituées par des ions Na*. Une fois encore, un degré de liberté est observé : les
cations peuvent remplacer les atomes de calcium Ca(l) et/ou Ca(ll). Fleet[38] mentionne les
spectroscopies vibrationnelles (FTIR et diffusion Raman), ainsi que les techniques de diffractions (des
rayons X et des neutrons) comme techniques de caractérisation les plus développées pour I'étude
des phases apatitiques. Il n’est fait mention que tres brievement des méthodes de RMN en phase
solide.

La RMN 3'P/*H MAS et CP MAS ont tout d’abord été largement utilisées du fait de la sensibilité
intrinseque élevée de ces deux noyaux [39]-[42]. Dés 1980, Yesinowski et coll. proposent une
analyse en température d’'HAp stoechiométrique et non-stoechiométrique [43] grace a des méthodes
de RMN a I’état solide en phosphore-31. Plus récemment, les travaux de Gras et coll. [44] montrent
la facilité d’analyse de pyrophosphates de calcium amorphes par *'P RMN. L’expérience 2D *H — *'p
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HETCOR CP MAS a également été un outil de choix pour la caractérisation de la couche apatitique
dite "amorphe" qui entoure les coeurs cristallisés des nano-apatites présentes dans I'os et les
apatites biométiques de synthése [45], [46]. Toutes les expériences évoquées ci-dessus sont reliées a
la caractérisation du "squelette" apatitique. L’étude des substituants anioniques et cationiques a été
également envisagée par RMN multinucléaire et multidimensionnelle. Nous citons ci-dessous
quelques exemples d’études qui nous seront utiles par la suite (sans volonté d’exhaustivité) : (i)
Beshah et coll. [40] démontrent que les carbonates en sites A peuvent étre distingués des
carbonates en site B par RMN *C MAS et CP MAS en abondance naturelle via la donnée du
déplacement chimique isotrope (les carbonates en sites A sont caractérisés par 8..(°C) = 166,6 ppm,
ce qui correspond systématiquement a la résonance la plus blindée), (ii) Mason et coll. [47]
présentent des expériences 2D 'H — *C HETCOR CP MAS et “Na{*'P} TRAPDOR MAS en utilisant
des échantillons enrichis en *C. Nous utiliserons également cette approche (enrichissement
isotopique) par la suite, (iii) Gasqueres et coll. [48] identifient de fagon non ambigiie les anions
silicates présents au sein de la structure apatitique (unités Q°) en modifiant la séquence standard
'H— #Si CP MAS par I'ajout d’un filtre T;,(‘H). Par ailleurs, les auteurs mettent également en
évidence une quantité importante (~ 80 %) d’unités condensées Q° et Q" (silice amorphe hydratée)
se situant en dehors de la matrice apatitique.

Toutes les études présentées ci-dessus tendent a démontrer que I'étude des substitutions est
particulierement ardue en terme de sensibilité lorsque les composés sont étudiés en abondance
naturelle pour des noyaux tels que *C et *°Si. La faible abondance naturelle est un probléme en soi,
auquel il faut rajouter le fait que les substituants correspondent généralement a un faible
pourcentage massique du composé choisi. Ainsi, dans le cas des carbonates, les pourcentages
massiques observés dans les apatites "biologiques" sont de I'ordre de ~5 % (en carbonates) et ~1 %
en C! Il en résulte que les expériences de RMN 2D ne peuvent étre envisagées qu’apres
enrichissement isotopique.

Dans la suite de cette section, nous présentons quelques caractéristiques classiques
d’hydroxyapatites substituées par des ions carbonates Na*, en gardant en mémoire les problémes
intrinséques de sensibilité des expériences de RMN C. Les hydroxyapatites ainsi étudiées nous
serviront de composés de référence pour la mise au point des expériences de DNP MAS qui
modifieront profondément notre perception de la sensibilité en RMN (voir parties 3 et 4 de ce
Chapitre). Les synthéses des nanoparticules d’HAp substituées sont présentées dans le Chapitre 1
partie 2 c). ii.

a) Approche par RMN H, *'P et *C MAS/CP MAS en phase solide

La famille des HAp a été trés largement étudiée par RMN 'H MAS et ultra-fast MAS, a champ
magnétique modéré et 3 ultra haut champ. Le spectre 'H MAS de HAp (sans substitutions, de
symétrie hexagonale) est présenté sur la Figure 3-16a. Le spectre est caractérisé par une résonance
fine (3 I'échelle de I'expérience 'H en phase solide) centrée & 0,0 ppm. Celle-ci correspond aux
groupements hydroxyles de la structure HAp, situés dans des canaux paralléles a I'axe ¢ (voir
Chapitre 1 partie 2 c). ii.). Il sagit d’une signature trés caractéristique qui nous sera trés utile en DNP
MAS pour évaluer de maniere précise le gain DNP, gpnp. La géométrie particuliere des colonnes
d’ions OH™ conduit probablement a un processus de diffusion de spin (SD) *H quasi-unidirectionnel.
En effet, les données cristallographiques indiquent que les colonnes peuvent étre considérées
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comme « isolées » : la distance la plus courte entre deux colonnes consécutives est de ~ 9 A.
L'interaction dipolaire homonucléaire *H-'H est donc maximale pour des OH™ adjacents au sein de la
méme colonne (distance O—H--O: ~ 3,33 A). Cette unidirectionnalité a été mise a profit par
Yesinowski et coll. [49] pour la création de cohérences multi-quanta *H—"H et par un groupe du MIT
dans le cadre du Quantum Computing appliqué a la RMN en phase solide.

D’un point de vue expérimental, on observe une diminution progressive de la largeur de raie en
fonction de la fréquence de rotation MAS, de 5 a 67 kHz. Cela tend a prouver que la SD est
progressivement supprimée au fur et a mesure de la montée en fréquence de rotation. Nous notons
ici que dans un article tres récent, Klimavicius et coll. prouvent par des expériences tres détaillées
que la rotation MAS a fréquence modérée (< 9 kHz) a peu d’impact sur la SD 'H-'H dans le cas d’"HAp
nanostructurée [50]. Cette remarque est trés importante en vue des expériences DNP MAS décrites
dans la partie 3 de ce Chapitre.

Une résonance centrée a ~5 ppm est attribuée a des molécules d’eau adsorbées en surface des
nanoparticules d’HAp. On remarque également la présence de résonances de faible intensité a
~1ppm. Celles-ci sont quasi-systématiquement observées sur de nombreux échantillons
synthétiques. Elles ont donné lieu a de nombreuses interprétations dans la littérature. Millot et coll.
[51], dans un article récent, proposent des attributions réalistes des protons vers 1 ppm. Ces
derniers les attribuent a des molécules d’eau de surface orientées (« up » ou « down »), alignées
avec les colonnes d’OH". Le signal a ~0 ppm est, quant a lui, attribué aux différents OH™ de la
structure (et de la surface).

Enfin, on note un élargissement de la résonance a 0,0 ppm en présence d’ions carbonates en
substitution (Figure 3-16b) (I’échantillon sera noté CHAp dans la suite du document). Un léger
épaulement situé a des déplacements chimiques négatifs est également bien mis en évidence. Nous
attribuons cette élargissement global a une distribution de déplacements chimiques consécutive a la
substitution de certains sites A et/ou B de la structure.
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(ppm)

Figure 3-16 : a) spectre 'H ultra fast MAS (67 kHz) (obtenu a 500 MHz) de nanoparticules d’apatite obtenues par
précipitation en voie aqueuse et b) spectre ultra fast 'H ultra fast MAS (67 kHz) (obtenu a 500 MHz) de nanoparticules
d’HAp carbonatée (CHAp) (voir la synthése dans le Chapitre 1). Insert : spectres complets montrant la résonance
attribuée a H,0. HAp-h : phase hexagonale.

La RMN 3P MAS/CP MAS est une technique trés employée pour la caractérisation des apatites. La
Figure 3-17a présente le spectre 'H — *'P CP MAS de I'HAp (nanométrique), de symétrie hexagonale
notée h sur la Figure 3-17 (groupe d’espace P63;/m). Une unique résonance centrée sur 2,80 ppm est
observée a une fréquence MAS de 14 kHz. Aprés substitution partielle par des carbonates, le spectre
'H — *'P CP MAS obtenu est présenté sur la Figure 3-17b. On note une fois encore un élargissement
important de la raie de résonance et un léger décalage a 3,30 ppm (deshielding). Ce décalage est
systématiquement observé dans le cas des nanoparticules d’"HAp substituées. On note également de
légéres modifications entre les spectres *'P MAS et CP MAS pour les deux types d’échantillons
(carbonaté ou non) (un seul temps de contact a été utilisé). Enfin ’'HAp peut exister sous un autre
polymorphe de symétrie monoclinique (groupe d’espace P2,/b). Trois résonances sont alors mises
en évidence en accord avec les données cristallographiques. Les phases hexagonale et monoclinique
se distinguent cristallographiquement par des agencements différents des groupements hydroxyles
au sein des colonnes paralléles a I'axe c.
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Figure 3-17 : a) spectres *p MmAS (rouge) et CP MAS (noir) de nanoparticules d’HAp obtenues par précipitation en voie
aqueuse. RO = 14 kHz et b) ) spectres 'p MAS (rouge) et CP MAS (noir) de nanoparticules carbonatées (CHAp) obtenues
par précipitation en voie aqueuse. HAp-h : phase hexagonale.

Nous concluons cette section en présentant le spectre 'H — *C CP MAS de I’échantillon carbonaté
CHAp. Comme dans le cas des oxalates de calcium (voir ci-dessus), les résonances isotropes *C sont
toutes rassemblées sur une faible gamme de déplacements chimiques : de 166,0 a 172,0 ppm. En
vue de donner la description la plus précise des distributions en sites A et B, il apparait donc que la
résolution spectrale est un critére essentiel de réussite. Cela sous-entend bien sr un réglage
optimisé des shims de la sonde RMN considérée et de I'angle magique. Du point de vue de la
préparation de I’échantillon, nous avons opté pour un traitement des nanoparticules de CHAp a
400°C (voir Chapitre 1 partie 2) : un tel traitement conduit a I'obtention de spectres plus résolus
gu’en absence de traitement. Signalons ici un point trés important : le spectre présenté sur la
Figure 3-18 correspond a un échantillon CHAp enrichi en *C (NaH'*COs, enrichi a 100 %, a été utilisé
comme précurseur de synthése). Un rapport signal/bruit tout a fait convenable est obtenu. Le
spectre est caractérisé par 4 (voire 5) résonances isotropes centrées sur : 8i("°C) = 166,5 ; 168,3 ;
170,1 et 171,1 ppm. Des expériences '"H — *C CP MAS & temps de contact variable ont été
effectuées pour CHAp et le composé de référence NaHCO; (présentant des groupements
hydrogénocarbonates). La dynamique de polarisation croisée est nettement plus lente dans le cas de
CHAp, pour toutes les résonances observées. Nous en déduisons que la quantité de groupement
HCO; est négligeable dans CHAp.

D’apres Beshah et coll. [40], la résonance la plus blindée correspond aux carbonates en sites A (en
substitution de certains groupes OH"). Les autres résonances correspondent aux carbonates en
sites B sachant que plusieurs d’entre eux ont été bien décrits par De Leeuw et coll. [52]. Dans le cas
de structures de type CHAp, les auteurs identifient ainsi des sites : AB (oU le site de substitution B est
proche d’un site A substitué également), B-Na (site B proche d’un cation Na®) et B-OH (site B proche
d’un groupement OH’). Tous ces résultats sont obtenus par minimisation de I’énergie des structures
par calculs de type DFT. Ces considérations seront reprises dans la suite du manuscrit, lors de la
discussion sur les expériences DNP MAS.

132



Sites B

170 168 166 164

(Ppm)

174 172

Figure 3-18 : Spectre 3¢ cP MAS de CHAp (sonde 3,2 mm, 700 MHz) (ce spectre correspond a la projection d’une

expérience *H — ">C HETCOR CP MAS). Sites A et B d’apres [40].

b) Noyaux quadripolaires : RMN *>Na et **Ca MAS en phase solide

Rappelons tout d’abord que I’échantillon CHAp étudié dans cette section a été synthétisé a |'aide du
précurseur NaH*COs. Il est acquis dans la littérature que le sodium peut partiellement remplacer
certains des ions calcium de la structure Hap [36]. Des apatites sodées ont été largement décrites
par Fleet [37] et caractérisées par FTIR et diffraction des rayons X sur poudre. Mason et coll. [47] ont
également étudié une apatite partiellement sodée par RMN **Na{*'P} TRAPDOR MAS démontrant de
maniére convaincante que les ions sodium étaient bien présents a lintérieur du squelette
inorganique apatitique (déphasage conséquent des résonances >'P en présence d’impulsions 2Na
indiquant des distances faibles entre noyaux *'P et *Na et des interactions dipolaires
hétéronucléaires *'P—**Na conséquentes). Nous reviendrons sur ce point lors des études en *Na
DNP CP MAS (voir section 3.b).).

Comme dans le cas des oxalates de calcium hydratés (voir paragraphe 1.a).iii.), il est possible
d’obtenir des spectres “*Ca MAS des échantillons d’HAp en abondance naturelle. |’approche
expérimentale est la méme que celle présentée ci-dessus (ultra haut champ magnétique et rotor de
gros volume) [53]. A ultra-haut champ magnétique (ici 20 T), il est possible de quasiment résoudre
les 2 sites, Ca(l) et Ca(ll), décrits au niveau de la structure cristallographique. Cela vient du fait que
les constantes quadripolaires sont faibles pour les deux sites (< 3 MHz). Les deux valeurs de &;,,(**Ca)
sont 11,2 et —1,8 ppm [54]. On notera que les sites Ca(ll) sont positionnés prés des groupes
hydroxyles des colonnes de la structure. Ce point aura son importance lorsque nous aborderons
I’étude de CHAp par RMN 'H — **Ca DNP CP MAS a basse température (voir section 3.d).). Le spectre
>Na MAS de CHAp est tout a fait comparable a celui obtenu par Mason et coll.[47] .

133



3. Augmentation de sensibilité par DNP MAS: mise en place des
protocoles expérimentaux a partir de CHAp

Nous abordons ici le cceur de ce travail de thése. En effet, nous avons précisé précédemment que
dans le cas de I'étude des hydroxyapatites substituées, la sensibilité de |'expérience RMN était un
facteur particulierement limitant. Il en est a priori de méme dans le cas des échantillons de tres
faible masse comme les plaques de Randall. Au cours du Chapitre 2, nous avons détaillé brievement
les avancées récentes en matiére de DNP MAS a haut/trés haut champ magnétique. Nous avons en
particulier insisté sur I'aspect prépondérant de la préparation de I'échantillon, sachant que nous
nous sommes systématiquement orientés vers la méthode d’imprégnation de I’échantillon par une
solution d’un biradical donné. A notre connaissance, aucun travail préparatoire n’avait été proposé
concernant I'étude par DNP MAS de I’hydroxyapatite. Notre démarche, qui correspond globalement
aux points abordés dans la suite de cette section, a été la suivante :

(i) Optimisation, dans le cas de CHAp, de ce que B. Griffin nomme désormais le « DNP
juice », a savoir un solvant adéquat (classiquement un mélange d’espéces protonées et
deutérées) et un biradical (soluble dans ce mélange).

(ii) Optimisation des expériences double- et triple résonances 'H — X/Y DNP CP MAS
(X, Y = 3C, ®Na, *'P) a I'aide d’un échantillon CHAP enrichi en *C.

(iii) Extension a des échantillons CHAp étudiés en abondance naturelle **C.

(iv)  Développement et mise au point des expériences 'H — **Ca DNP CP MAS en abondance
naturelle, a partir de CHAp.

(v) Extension de I'approche DNP CP MAS aux phases synthétiques d’oxalates de calcium
hydratés COM, COD et COT.
(vi) Premiers résultats obtenus dans le cas de la plague de Randall et des échantillons de

calculs rénaux. Les points (v) et (vi) seront abordés dans la partie 4 de ce Chapitre, ainsi
gue dans le Chapitre 4, respectivement.

a) Choix du solvant et du biradical (« DNP juice »)

L’échantillon test correspond ici a CHAp. Nous rappelons qu’il s’agit de nanoparticules d’HAp
carbonatées obtenues par précipitation en voie aqueuse, et traitées thermiquement a 400°C. Dans
un premier temps, nous avons choisi volontairement d’utiliser une source de carbonates enrichie a
100 % en C (ici, NaH™CO;). Ce choix nous a permis d’optimiser plusieurs paramétres
expérimentaux (spin lock durant I'expérience CP, délai de relaxation via des mesures systématiques
de T1(*H), puissance microonde...) en un temps limité.

Notre choix du solvant a été guidé par une réflexion simple (a priori), a savoir qu’in vivo, les
plaquettes nanométriques d’HAp sont en interaction forte avec les molécules d’eau des fluides
biologiques [46]. Le solvant D,O/H,0 (9/1) est donc privilégié (le rapport D,O/H,0 est identique a
celui préconisé par Griffin et coll.). Deux biradicaux d’intérét sont compatibles avec l'eau: le
TOTApol [55] et I’AMUpol [56]. Dans la littérature, il est désormais admis que I'efficacité DNP de
I’AMUpol, mesurée trés simplement par le parameétre &(X)on/orr OU X est le noyau d’intérét (voir ci-
dessous), est généralement plus élevée que celle du TOTApol (le rapport D,O/H,0 étant fixé par
ailleurs). A ce stade, nous précisons qu’aucun additif cryoprotecteur, tel que le glycérol, n’a été
ajouté au mélange formé du solvant et de biradical. Nous opterons pour cette solution dans la
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cadre de I'étude de CHAp par 'H — **Ca DNP CP MAS en abondance naturelle (voir paragraphe
3.d).).

Pour I'étape d’imprégnation de I'échantillon par le solvant, environ 30 mg de CHAp sont mis en
contact avec 15 uL d’'une solution D,0/H,0 (9/1) de TOTApol (20 mmol.L™") ou d’AMUpol
(15 mmol.L™"). Le mélange obtenu doit avoir I'aspect d’une pate peu fluide : cette étape est
fondamentale pour la réussite de I'expérience DNP ... elle reste a ce jour fondamentalement
empirique ! La pate ainsi obtenue est ensuite placée dans un rotor en saphir (3,2 mm), qui est alors
rapidement refroidi a une température d’environ 100 K. Des pesées précises du rotor avant et aprées
remplissage permettent d’estimer la quantité d’échantillon effectivement étudiée (ici ~ 16,5 mg). La
fréquence de rotation MAS sera systématiquement fixée a 8 kHz. Il s’agit d’'un bon compromis,
permettant tout a la fois de moyenner les interactions RMN telles que dipolaires et CSA, et d’éviter
des effets trop importants de dépolarisation (voir Chapitre 2) [57], [58]. Le champ magnétique utilisé
est de 9,4 T (400 MHz). La puissance microonde peut étre ajustée par la donnée du collecteur de
courant (collector current, de 30 a 50 mA). En présence de puissance microonde (collector current :
50 mA) la température de I'échantillon est de 111 K, alors qu’elle était de 102 K en absence
d’irradiation microonde. En d’autres termes, il n’est pas judicieux d’augmenter outre mesure la
puissance microonde : I'élévation locale de température conduit en effet a une diminution de
I'efficacité DNP. De fait, ce paramétre ne sera plus optimisé par la suite. Classiguement, deux
mesures de RMN 'H DNP MAS sont alors effectuées : ON (en présence d’irradiation microonde) et
OFF (en absence d'irradiation microonde). Le rapport &(*H)onjorr cOrrespond au rapport des
intensités observées lors de ces deux expériences. Nous utiliserons tres régulierement la valeur de
e(X)on/orr pour évaluer I'efficacité du transfert DNP vers un noyau X donné. Nous rappelons ici qu’un
parametre plus représentatif de cette efficacité est donné par I’ASR (Absolute Sensitivity Ratio) (voir
Chapitre 2) [59]. Parfois, nous calculerons I’ASR de facon a estimer le gain réel en temps
expérimental (~ ASR?). Notons que &(X)%onjorr donne déja un ordre de grandeur réaliste. En
conditions ON, les temps de relaxation T;(*H)on sont mesurés par saturation-récupération (parfois,
un écho de Hahn synchronisé avec la fréquence de rotation est utilisé de facon a minimiser les
distorsions de ligne de base). Le délai de relaxation (*H) de I’expérience DNP CP MAS est alors fixé & :
1,3x Tl(lH)ON-

La Figure 3-19a présente les spectres ‘H DNP MAS (ON et OFF) et pour les deux biradicaux choisis,
TOTApol et AMUpol. Nous observons tout d’abord que la résonance attribuée aux groupes
hydroxyles des OH™ des colonnes de la structure est bien mise en évidence (volontairement
positionnée a 0,0 ppm), séparément du signal large attribué au solvant. Ceci nous permet de
mesurer indépendamment g(*H)on/orr POUr le solvant et pour I'échantillon d’HAp. Dans les deux cas,
s(lH)ON/OFF~ 10. Cette valeur n’est pas exceptionnelle en soi par rapport aux données de la littérature
mais elle dénote un effet DNP net. Comme anticipé grace aux résultats de la littérature, I'utilisation
de I’AMUpol conduit a &("H)on/orr ~ 23. Ce gain est trés conséquent : il correspond a un gain en temps
expérimental de I'ordre de 530 ! Les valeurs de T1(*H)oy sont trés comparables pour le solvant (5,7 s)
et CHAp (6,5 s). Nous reviendrons plus en détails sur ce point dans le paragraphe 3.d)., consacré a
I'expérience 'H — “*Ca DNP CP MAS. De facon trés intéressante, les valeurs de 8(13C)0N/OFF et
&(**P)onjorr SONt également de 23 (Figure 3-19b et Figure 3-19c). La résolution obtenue en DNP *C CP
MAS (voir insert de la Figure 3-19b) est tout a fait acceptable pour un spectre obtenu a 400 MHz
(nous rappelons que le spectre >C CP MAS présenté sur la Figure 3-18 ci-dessus a été obtenu a I'aide
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d’un spectromeétre 700 MHz). Il est aisé de distinguer les carbonates en sites A des carbonates en
sites B. On remarque également que l'intensité du spectre *C en condition OFF est somme toute
« assez intense » (pour un temps expérimental de I'ordre de 2 minutes). Cela est du au fait que CHAp
est ici enrichie en C. Il va sans dire qu’en abondance naturelle, une telle sensibilité ne pourrait pas
étre atteinte en condition OFF (voir ci-dessous). On rappelle également qu’a 100 K, le gain en
sensibilité est de I'ordre de 3 par rapport a des expériences faites a température ambiante. Enfin, on
notera sur I'insert de la Figure 3-19c que les spectres *'P normalisés en conditions ON et OFF sont
strictement comparables.

Les observations décrites ci-dessus nous conduisent a penser que I'expérience DNP MAS est capable
de "détecter la totalité" des sites des nanoparticules de CHAp ((*H)onjorr ~ £(**C)onjorr ~ £(>'P)onyorr
~ 10 pour le TOTApol et ~ 23 pour ’AMUpol), sans donner de poids particulier aux sites de surface
(spectres °C et *'P ON et OFF identiques). Nous attribuons ces observations au fait que les particules
de CHAp sont nanométriques et que la diffusion de spins *H—"H est efficace le long des colonnes de
OH". Bien entendu, cette affirmation ne sera plus justifiée dans le cas d’objets micrométriques pour
lesquels la DNP est particulierement sensible aux espéces en surface (d’ou la dénomination SENS,
Surface Enhanced NMR Spectroscopy, introduite par Emsley et coll. a partir de 2010 [60]).

OH (HAP) a) Bsitesp ) c)
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Figure 3-19 : Spectres DNP MAS et CP MAS de CHAp en utilisant les mélanges TOTApol/D,0/H,0 (9/1) (en rouge) et
AMUpol/D,0/H,0 (9/1) (en violet) . a) *H DNP MAS. b) *C DNP CP MAS. c) *'P DNP CP MAS. OFF (spectres en noir) : pas
d’irradiation microonde. ON : irradiation microonde. Insert b) : observation des résonances des sites A et B.
Insert c) : Comparaison des spectres *p en conditions ON et OFF (normalisés).

En conclusion, nous avons démontré que I'échantillon CHAp, enrichi & 100 % en C, était un
composé de choix pour le développement des expériences 'H — X DNP CP MAS (X = °C, *'P). Le
radical le plus efficace ici est 'AMUpol (20 mmol.L™) en solution aqueuse dans un mélange D,0/H,0
(9/1). Dans de telles conditions optimisées, nous obtenons : €oy/orr ~ 23 pour les trois noyaux 4, Bc
et *'P. Une telle valeur de I'effet DNP autorise la mise en place d’expériences double et triple
résonances, 1D et 2D hétéronucléaires (HETCOR) et homonucléaires (SPC5).

Bien entendu, notre but ultime étant d’étendre les expériences de DNP CP MAS a I'étude de
composés naturels (calcifications pathologiques et plaques de Randall), nous avons poursuivi la mise
en place de telles expériences dans le cas de composés CHAP en abondance naturelle pour le °C. La
synthése mise en jeu est strictement identique a celle de I'échantillon CHAp enrichi, le précurseur
étant alors NaHCO;. Les résultats obtenus par 'H DNP MAS et 'H — *C,*'P DNP CP MAS sont
présentés sur la Figure 3-20. Ceux-ci comparent les expériences en abondance naturelle et apres
enrichissement en 3C. Les spectres 'H et *'P sont superposables, ce qui était attendu a priori. Dans le
cas du °C, I'effet de I'enrichissement est trés net. Cependant, le résultat essentiel est que le signal
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obtenu en abondance naturelle, aprés 2 minutes (!) d’acquisition, est significatif. Nous verrons par la
suite qu’il est méme possible d’envisager des expériences 2D de type HETCOR, alors que ceci serait
tout simplement irréalisable en utilisant les méthodes standards de RMN. A notre sens, ce résultat
est majeur.
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Figure 3-20 : Spectres DNP MAS et CP MAS, en abondance naturelle ¢ (spectres bleus), et apres enrichissement en B¢

(spectres rouges) de CHAp, et en utilisant le mélange AMUpol/D,0/H,0 (9/1). a) ‘H DNP MAS. b) 3C DNP CP MAS.

c) *1p DNP CP MAS. Tous les spectres présentés sont obtenus en présence d’irradiation microonde (ON). Les spectres !
sont obtenus en 2 minutes environ.

*c

b) Expériences 2D DNP CP MAS double et triple résonances

B La sonde Bruker DNP MAS utilisée ici est une sonde a trois canaux {'H, X, Y}. Pour X = *'P, nous
avons exploré les expériences suivantes : Y = *C et 2Na (expériences triple résonances). Nous avons
également envisagé la combinaison X = Y = *C (expérience double résonances). Dans certaines
expériences, le TOTApol a été utilisé comme biradical. Pour les expériences 2D en revanche, le choix
se porte logiquement sur l'utilisation de 'AMUpol qui a montré une efficacité DNP accrue par
rapport au TOTApol. CHAP (enrichie en °C) a été utilisé une fois encore comme composé de
référence.

La premiére expérience envisagée a été une corrélation triple résonances de double polarisation
croisée, 'H — *'P — '3C (voir Chapitre 2). A notre connaissance, une telle approche n’a jamais été
reportée dans la littérature, y compris dans le cas de conditions de RMN standard. L’intérét premier
de I'approche réside dans le fait que le spectre *C enregistré est édité par I'interaction dipolaire
hétéronucléaire *C—*'P conduisant & des informations sur les distances internucléaires d(*'P—"C).
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Figure 3-21 : Spectres normalisés (ON) >C DNP CP MAS de I'échantillon CHAp, enrichi en *C: 'H — **C CP (en rouge) et
'H — 3'p — 3C double CP (en noir). MW OFF : absence d’irradiation microonde. Pour CP d1 = 8,5 s et NS = 16. Pour
double CP d1=6,5s et NS = 16.

La Figure 3-21 présente les spectres 'H — *'P — *C DNP CP/double CP MAS obtenus avec le
biradical TOTApol. L'expérience de double polarisation croisée met en jeu deux temps de contact
successifs : 'H — 'p (teps = 9 ms) puis 3p ., B¢ (tep2 = 20 ms). Les deux temps de contact ont été
optimisés successivement. Notons ici un détail expérimental important: le premier contact est
effectué a I'aide d’une rampe classique. Nous avons montré que pour optimiser la sensibilité de
I’expérience, il était intéressant de mettre en ceuvre une rampe "tangente" [61] durant le second
contact entre hétéronoyaux >'P et °C. De plus, le réglage des puissances RF sur les différents canaux
doit étre particulierement précis, de fagon a optimiser au mieux les deux conditions de
Hartmann-Hahn successives (des pas de 0,1 W ont été utilisés — ceci peut paraitre curieux sachant
gue des rampes sont utilisées durant les deux transferts et que la fréquence de rotation MAS (8 kHz)
est modérée ; c’est ce que nous avons observé expérimentalement). Globalement, I'intensité des
signaux *C obtenue aprés double polarisation croisée est légérement inférieure a celle obtenue
aprés simple transfert CP. Le rapport signal/bruit de I'expérience reste néanmoins excellent (voir
Figure 3-21). Les spectres ont été normalisés afin d’étre plus facilement comparés. On note que le
second temps de contact est relativement long (tcp; = 20 ms) du fait de la faible valeur des couplages
dipolaires hétéronucléaires **P—"2C (d=p.»c < 300 Hz pour 3,4 A < d(*P-"2C). Une telle distance est
justifiée ci-dessous. Un temps de contact (long) permet de sonder une assez grande gamme de
distances internucléaires. L'expérience de double CP est caractérisée par une résolution tout a fait
comparable a celle de I'expérience de simple CP, mais on observe des différences nettes au niveau
des intensités relatives. Ces expériences de triples résonances ont été réalisées sur le méme
échantillon de CHAp en utilisant le biradical AMUpol. Les deux séries d’expériences sont identiques,
a I'exception d’un gain DNP beaucoup plus important dans le cas de I’AMUpol, comme attendu.

Pour tenter d’interpréter ces observations expérimentales, nous nous appuyons sur des modeles
théoriques d’hydroxyapatite carbonatée obtenus par minimisation d’énergie [62], [52]. De Leeuw et
coll. utilisent des méthodes de simulation fondées sur le modeéle de Born des solides (utilisation de
potentiels interatomiques prenant en compte les forces de répulsion et de van der Waals entre
nuages électroniques et des fonctions analytiques paramétrisées simples). Les potentiels
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interatomiques ont été déterminés empiriquement et adaptés a la famille des matériaux apatitiques.
L'approche calculatoire est aux bords périodiques. Des supermailles suffisamment volumineuses ont
été prises en compte de facon a limiter les effets de bords et les interactions entre images. Ces
supermailles, obtenues a partir de la maille monoclinique de I’hydroxyapatite, sont caractérisées par
le groupe d’espace P1 en fin d’optimisations. Différents environnements ont été proposés pour les
ions carbonates : en site A; en site B proche d’un cation Na* noté B-Na par la suite; en site B proche
d’un groupement OH noté B-OH, et enfin en sites A/B (mettant en jeu deux anions carbonates).
Cette derniere combinaison a été caractérisée par FTIR et DRX sur poudre [63]].

Dans le cas de la substitution en site A, 'anion carbonate remplace deux groupements hydroxyles
adjacents d’'une méme colonne paralléle a I'axe ¢ de la structure et se situe approximativement a
distance égale des deux lacunes. Néanmoins, le fait de se rapprocher du centre de la lacune ne
s’accompagne pas d’une pénalité forte en énergie. Deux atomes d’oxygéne sont quasiment situés le
long de I’axe c. Les ions carbonates sont en liaisons—H avec les ions OH™: 0,CO---HO = 2,75 A. Dans le
cas d’une substitution en site B, on considere deux types de compensation de charge: (i) un
groupement phosphate est substitué par un carbonate et un hydroxyle (site B-OH), (ii) un phosphate
et un cation calcium sont substitués par un carbonate et un cation sodium (site B-Na). Dans le cas du
site B-OH, I'ensemble "CO;* /OH™ est décalé par rapport a la position initiale du groupement
phosphate. Deux des atomes d’oxygene de l'ion carbonate sont en liaisons—H avec OH™ (2,15 a
2,41 A). Le fait d’éloigner CO;> et OH™ conduit & une déstabilisation de la structure. Il en est de
méme pour la substitution "CO5>/Na™" (B-Na). Enfin, dans le cas d’une substitution "mixte" A/B, la
situation la plus favorable énergétiquement correspond a une association des deux sites A et B, les
deux carbonates étant alors séparés par une distance de 4,04 A. D’un point de vue expérimental,
I'analyse trés détaillée des spectres FTIR des CHAp sodées tend a démontrer que les carbonates et
les ions sodium s’associent pour donner ce que Fleet nomme des « defect clusters » dans le réseau
des apatites carbonatées [37]. Soulignons qu’il s’agit ici de clusters a trois entités (deux carbonates
et un ion Na*) mais que ni la spectroscopie FTIR, ni la diffraction des rayons X sur poudre ne peuvent
donner des indications sur une agrégation (« clustering ») de tels groupes de défauts.

Un point trés important a noter a ce stade est que, dans |'approche de De Leeuw et coll. [52], les
sites considérés sont isolés dans les supermailles. Ainsi, les configurations A-A, B-(OH,Na)-B, A/B-B...
ne sont pas prises en compte.

Revenons a notre interprétation des spectres de la Figure 3-21. D’aprés De Leeuw et coll. [52], un
carbonate en site A est entouré de 6 voisins phosphates situés a des distances variant de 3,89 a
4,09 A. En revanche, tous les carbonates en sites B sont caractérisés par la présence de 2 ou 3 voisins
phosphates (au plus !), a des distances de ~ 3,8 a ~ 4,1 A. Il en est de méme de la substitution en
site mixte A/B (ce qui différencie trés nettement cette situation de la substitution en site A simple).
De ces considérations structurales, il résulte que les sites A simples devraient étre surestimés dans
I'expérience 'H — *'P — *C DNP double CP MAS, de par la présence du filtre *'P. Ce n’est
manifestement pas le cas. Cette observation tendrait a prouver que les sites A ne sont pas isolés
mais plutét en association de type A/B (voire A/A). Dans ce cas, I’environnement phosphaté des
sites A dans la combinaison A/B est comparable a celui des sites B (i.e. 2 ou 3 voisins phosphates au

plus).

139



Une autre observation peut étre faite a partir de la Figure 3-21, a savoir la surestimation de la
résonance des sites B centrée sur 8,,(**C) ~ 170,6 ppm. Une hypothése plausible est la suivante : ces
sites sont relativement isolés dans la structure, entourés donc par 2 ou 3 voisins phosphates (d’ou
un transfert CP *P — 3C efficace). Les autres sites de type B sont sous-estimés du fait d’un
phénomeéne de clusterisation, ce qui conduit a une diminution globale du nombre moyen de voisins
phosphates et donc de I'efficacité du processus CP, *'P — *3C. Bien sar, il ne s’agit ici que d’une

13 13
C-—

hypothése. L'étude des connectivités spatiales C pourrait apporter des réponses tres

pertinentes : nous reviendrons sur ce point par suite.

B Compte-tenu du temps d’acquisition tres court des spectres 1D triple résonances (Figure 3-21), il a
été possible d’étendre la séquence a sa version bidimensionnelle (double CP HETCOR). Le premier
temps de contact, 'H — *'P et 'H — 3C, a été optimisé. Le second temps de contact a été choisi
volontairement assez long (20 ms) Les résultats obtenus, présentés sur la Figure 3-22, sont
remarquables en ce qui concerne le temps d’acquisition (quelques heures) et le rapport signal/bruit
qui est excellent (aucune apodisation du signal n’a été utilisée ici). Nous avons testé successivement
la détection °C et la détection *'P. Les informations fournies par les deux cartes sont cohérentes
entre elles et assez équivalentes. Globalement, une carte peut étre obtenue a partir de la seconde
par une rotation de 90° et un renversement plan. Notons que de telles expériences ont été tentées
(pour comparaison) a température ambiante sans effet DNP (rotor plein de 3,2 mm). Malgré
I'utilisation d’'un champ magnétique beaucoup plus élevé (700 MHz), 1 a 2 jours d’acquisition ont été
nécessaires pour obtenir un rapport signal/bruit comparable. Comme attendu, le pic situé a
Sio(>C) ~ 170,6 ppm se singularise. Il présente deux corrélations: I'une avec les phosphates
apatitiques « classiques » (~ 3,3 ppm); l'autre avec une composante déblindée (~ 5,6 ppm). On
notera que I'expérience est particulierement résolue : ainsi, a gauche de la Figure 3-22, on observe
que les corrélations *'P majoritaires, pour chaque résonance >C, ne se situent pas exactement au
méme 8,,(*'P) dans la dimension indirecte. La carte 2D avec détection *'P (3 droite de la Figure 3-22)
semble présenter une résolution un peu plus faible sur la voie *C. Il y a deux raisons & cela : (i) les
résonances C étant particulierement résolues, il est plus difficile d’atteindre la résolution
nécessaire sur la voie indirecte, (ii) la résonance a ,,(*°C) ~ 171,6 ppm est surestimée par le premier
transfert 'H — ®C. Cela conduit & une corrélation trés intense qui peut masquer d’autres
corrélations de plus faibles intensités.
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Figure 3-22 : Spectres 2D HETCOR double CP : 'H — 3p _, Bcet 'H—®c—3Pde CHAp (enrichie en 13C).
AMUpol/D,0/H,0 (90/10).

Précédemment, nous avons évoqué la possibilité de mettre en ceuvre une séquence “C—">C fondée
sur le recouplage dipolaire en rotation MAS. Cette approche nous permettrait de mettre en évidence
directement les connectivités spatiales entre carbonates positionnés en sites A, B, A/B etc. Cette
guestion est encore aujourd’hui largement débattue dans la littérature. A ce titre, il apparait
intéressant de se confronter a ce probléeme expérimental. Bien que nous considérions le composé
CHAp enrichi en *C comme composé test, le challenge spectroscopique apparait important : quelle
sera la sensibilité de I'expérience ? Quelle sera la résolution sur la voie double quanta *C-"C ?

B Nous nous sommes orientés vers ['utilisation de I'expérience de recouplage dipolaire
hétéronucléaire SPC5, initialement développée par Griffin et coll. [64]. L'optimisation de la séquence
a été effectuée a 'aide du spectre 1D filtré par les cohérences double quanta. Les résultats sont
présentés sur la Figure 3-23. Nous observons tout d’abord de nombreuses corrélations (!), en
7 heures d’acquisition. Afin d’estimer la résolution sur la voie indirecte nous présentons sur la
Figure 3-23 un certain nombre de tranches, a) a d). Afin d’accroitre la résolution, nous avons utilisé
un traitement mathématique de type GB. Les principales conclusions sont les suivantes: (i) en
accord avec les résultats de spectroscopie FTIR et les calculs de dynamique moléculaire, les sites A
sont impliqués dans une association de type A/B. |l est possible d’extraire la valeur
8]50(13C)B,-,,A/B~ 168,0 ppm. A notre connaissance, il s’agit de la premiere donnée de la littérature
d’une telle précision en RMN C des apatites carbonatées, (ii) les associations de type A/A ne sont
pas favorisées: en effet, nous n’observons pas de pic de corrélation sur la diagonale aux
déplacements chimiques impliqués (tranche a)), (iii) des sites B, de déplacements chimiques
isotropes tres proches (6]50(13C)B,-,,B/B~ 168,5 ppm), sont mis en évidences via une corrélation assez
intense sur la diagonale (tranche b)), (iv) la tranche c) présente au moins 2 paires de corrélations (!)
ce qui démontre la tres bonne résolution de cette expérience (sites de type B), (v) enfin, les
corrélations les plus intenses correspondent a deux carbonates en sites B, parfaitement définis par
leurs déplacements chimiques **C, (8i,(*>C) > 170 ppm (tranche d))).
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Figure 3-23 : En haut : spectre 2D DNP SPC5 MAS (recouplage dipolaire homonucléaire) de CHAp, enrichie
en®c:'H - ®c— “c. AMUpol/D,0/H,0 (90/10). En bas : tranches 3¢ extraites aux déplacements chimiques a), b), c)

et d). Traitement du signal de type GB sur la voie indirecte. * ne pas tenir compte de ce signal, qui correspond a une
oscillation induite par le traitement GB.

En conclusion de ce paragraphe, nous mentionnons que cette expérience de recouplage dipolaire
BC-C nous a permis de jeter un regard nouveau sur les substitutions de I'apatite de synthése en
sites A et/ou B. Lexpérience proposée est d’une incroyable richesse ... peut étre trop, dans un sens.
En effet, les effets sur le déplacement chimique **C sont de I'ordre de la fraction de ppm. Bien que
I’expérience soit reliée a un échantillon "désordonné" par nature, au sens de la diffraction des
rayons X, il semble qu’un "certain ordre" existe — a I'échelle locale de la RMN. Il en résulte une
résolution spectrale élevée, qui est observée sur la carte bidimensionnelle. Nous pouvons peut-étre
aller encore plus loin dans les hypothéses structurales. De la Figure 3-23, nous déduisons que de
nombreuses corrélations de type B/B existent ce qui tendrait a prouver la "clusterisation" des sites A
et B au sein de CHAp. D’une certaine maniere, il y aurait ségrégation des "défauts" carbonatés dans
la structure. Bien entendu, nous devons garder en mémoire que les corrélations sont filtrées par les
cohérences double quanta. Elles pourraient ne pas étre représentatives de I'ensemble des
nanoparticules de CHAp. Cependant, compte tenu de I'excellent rapport signal/bruit de I'expérience,
nous faisons I’hypothése que peu de sites A et/ou B sont effectivement isolés les uns des autres.

B Nous rappelons que la synthése de I'échantillon CHAP, enrichi en C, a été effectuée a partir de
Na>CHCO; (voir Chapitre 1). Il est également connu dans la littérature que les ions Na* peuvent
substituer partiellement les ions Ca®* de la structure apatitique [65]. Comme la fréquence de Larmor
du *Na est trés proche de celle du C sur un spectrométre 400 MHz (105,8 MHz et 100,6 MHz,
respectivement), il a été possible de mettre en ceuvre des expériences 2Na DNP CP MAS a la suite
des expériences °C (la sonde DNP MAS étant accordable sur une gamme centrée autour de
100 MHz). Nous avons utilisé une fois encore CHAp pour optimiser I'expérience. Bien que le noyau
>Na ait des caractéristiques RMN favorables (abondance naturelle : 100 %, y moyen, | = 3/2), un
probléme de sensibilité se pose néanmoins compte tenu de la trés faible teneur en sodium de
I’échantillon : 1,23 wt%. Dans un second temps, nous avons tenté de synthétiser une apatite sodée
riche en sodium, en milieu hydrothermal (la source de sodium étant ici NaCl - voir Chapitre 1). Nous

142



noterons cet échantillon NaHAPhyarotmerm Par la suite. Notre idée est ici d’utiliser I'expérience 2Na
DNP CP MAS a des fins d’édition spectrale (ions Na® situés au cceur, et a I'extérieur de la structure
apatitique).

Le spectre 1D *Na DNP CP MAS de CHAP (enrichie en *C), en présence d’AMUpol, est présenté sur
la Figure 3-24. L'effet DNP est manifeste (8(23Na)ON/0FF ~ 40 — cette valeur est tout a fait comparable
a celle obtenue pour *H, C et 3'P, voir ci-dessus). Nous n’avons pas rencontré de probleme
particulier quant au comportement de I'aimantation **Na durant le spin lock (2 100 K), alors que cela
peut étre un réel probleme a température ambiante.

23Na

MW ON *

1
-100 -200

(pbm)

Figure 3-24 : Spectre '"H — *Na DNP CP MAS de CHAp, enrichie en 3¢, et sodée (1,23 wt%) (précurseur : NaHBQOg),
AMUpol/D,0/H,0. RO = 8 kHz. NS = 16, T¢, = 6 ms, délai de relaxation 'H:15s. La bande de rotation est indiquée par *.

L'extension a une expérience 2D HETCOR est aisée (Figure 3-25). Les cartes obtenues varient
fortement en fonction du temps de contact choisi (ici tep = 0,25 et 6,0 ms). A court temps de contact,
une forte corrélation est mise en évidence entre les noyaux >Na et les protons du solvant
(~ 6,5 ppm). Il s’agit trés certainement d’un transfert en surface des nanoparticules de CHAp. On
remarque néanmoins une corrélation (nettement plus faible) impliquant les protons des
groupements OH™ appartenant aux colonnes paralléles a I'axe ¢ de I'apatite (voir Figure 3-25). De
maniére trés intéressante, I'laugmentation notable de t¢ (6,0 ms) ne conduit pas seulement a une
augmentation du rapport signal/bruit (temps d’expérience réduit a 4 heures environ), mais
également une inversion des intensités relatives des corrélations. Un poids beaucoup plus fort est
donné a la corrélation impliquant les OH™. Ceci est a relier a la diffusion de spin 'H-'H le long des
colonnes qui tend a hyperpolariser le coeur des nanoparticules. Nous rencontrerons un tel effet plus
tard, lors de I'étude de CHAp par **Ca DNP CP MAS (voir paragraphe 3.d).). La sélectivité de surface
de la DNP (SENS) prend ici toute sa signification.
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Figure 3-25 : Spectres 2D *H — >Na DNP HETCOR CP MAS de CHAp, enrichie en **C et sodée (1,23 wt%)
(AMUpol/D,0/H,0) a deux temps de contacts différents : T, = 0,25 and 6,0 ms. Les corrélations concernent les protons
du solvant (~ 6,5 ppm) et les groupements OH™ (0,0 ppm) des colonnes de I'apatite, paralléles a I’axe c. La figure du bas

montre les deux tranches extraites du spectre HETCOR 2D a 1, = 0,25 ms (rouge a 0 ppm et bleu a 6,5 ppm).

La superposition des deux tranches a 0 et 6 ppm (Figure 3-25) de la carte 2D HETCOR ‘H — **Na DNP
CP MAS (tcp = 0,25 ms) montre un signal plus large en pieds de pic pour la corrélation des protons de
surface (6 ppm) surement d{i a une distribution des sites Na* en surface.

Les spectres Na DNP CP MAS de NaHAPhydrotherm SONt présentés sur la Figure 3-26. Le spectre
'H — >Na DNP CP MAS est présenté sur la Figure 3-26a. Il est trés comparable & celui de CHAp
sodée (voir Figure 3-24). Le spectre 'H — *'P DNP CP MAS est présenté sur la Figure 3-26b. On
observe une résonance *'P (majoritaire) beaucoup plus fine que dans le cas de CHAp. L’expérience
HETCOR bidimensionnelle permet d’éditer le spectre *'P via I'interaction dipolaire hétéronucléaire
*'p_2Na (Figure 3-26c). D’un point de vue expérimental, les réglages du double transfert CP ont été
optimisés de maniéere tres rigoureuse ; le succés de I'expérience en dépend : utilisation de rampes
tangentes [61], réglages des puissances sur les canaux >'P et *’Na a I'aide de pas de 0,1 W. Malgré
I'utilisation de rampes et une fréquence de rotation MAS modérée (ici 8 kHz), les conditions de
Hartmann-Hahn sont particulierement sensibles a tout écart de puissance.

La projection sur la voie *'P, bien qu’assez résolue, ne correspond absolument pas a une résonance
fine. En d’autres termes, une composante apatitique non sodée est surestimée sur le spectre bleu de
la Figure 3-26b. Les résonances >'P associées aux phosphates en interaction dipolaire avec les ions
Na® correspondent uniquement aux pieds de pic (spectre double CP rouge). En conclusion : (i)
I’expérience 'H — Na — *'P DNP CP MAS permet d’envisager une édition spectrale trés efficace
des spectres *'P dans le cas des apatites sodées, (ii) la résolution sur la voie *'P est élevée, ce qui
prouve que nous ne sommes pas en face d’un désordre total, au sens de la RMN, (iii) enfin, la
synthése de NaHAphgrotherm Par voie hydrothermale n’a pas été concluante !... En effet, I'apatite
obtenue majoritairement n’est manifestement pas sodée. Seule une fraction restreinte I'est.
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Figure 3-26 : Spectres 'p et Na DNP CP MAS de NaHAPhydrotherm- @) Spectre 1D 'H — *Na DNP CP MAS : Tcp = 6 Ms.
b) spectre 1D 'H — Na — *'P DNP CP MAS (Tcpy = 6 ms et Tep, = 20 ms) en rouge et 'H — *'P DNP CP MAS (tcp =9 ms) en
bleu. Le spectre 'H—pde CHAp (Tcp =9 ms) est rappelé en noir. c) carte 2D 'H — Na — *'P DNP HETCOR CP MAS,
(Tcpy = 6 ms et Tcp; = 20 ms) NS = 48 et 64 incréments t;.

En conclusion de cette section, nous avons tenté de mettre en place une séquence de corrélation
>Na—>*Na en utilisant SPC5, et de faibles puissances sur la voie *’Na (de facon a manipuler des spins
% fictifs). L'expérience n’a pas été totalement convaincante mais mériterait d’étre développée plus
en avant dans le futur.

c) Expériences 2D *C DNP CP MAS double et triple résonances en

abondance naturelle

L'extension de I'approche DNP a des composés d’origine naturelle passe nécessairement par sa
validation dans le cas de noyaux présents en abondance naturelle : nous pensons ici en particulier au
carbone-13. Nous avons testé la méthodologie DNP décrite ci-dessus a l'aide d’un échantillon
non enrichi en *C de CHAp. Le protocole expérimental est celui utilisé dans le cas de CHAp enrichie
en °C (voir section 3.a).). Les résultats obtenus sont résumés sur la Figure 3-27. La Figure 3-27a
démontre sans aucune ambiguité que l'approche DNP est transposable a I'étude des apatites
substituées en abondance naturelle : aprés 16 minutes (!) d’acquisition, le spectre obtenu présente
un rapport signal/bruit tout a fait convenable. A titre de comparaison, en RMN standard a 700 MHz
et en utilisant un rotor plein de diametre 3,2 mm, environ 20 heures d’accumulation sont
nécessaires pour obtenir un rapport signal/bruit comparable. De tels spectres *C obtenus en
16 minutes permettent d’envisager sans probleme des expériences de type 2D HETCOR (voir
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Figure 3-27b). Un découplage homonucléaire *H-'H de type FSLG (Frequency Switched Lee Goldburg)
[9], [10] a été utilisé systématiquement de facon & améliorer la résolution *H sur la voie indirecte.
Pour Tcp =3 ms, des corrélations entre les *C des carbonates et les protons du solvant et des
hydroxyles sont mises en évidence. A plus faible temps de contact (Figure 3-27c), il est méme
possible d’avoir des informations supplémentaires concernant certaines corrélations particuliéres de
surface. On note en particulier la surestimation d’un pic situé a 8,,(**C) = 171 ppm, en corrélation
avec des protons du solvant a 8,,(*"H) ~ 6,5 ppm. Enfin, Figure 3-27d il a été possible d’enregistrer
sans probléme particulier une expérience 2D 'H — *'P — *C HETCOR tout a fait comparable a celle
présentée précédemment (voir section 3.b).).

Bien s{ir, nous avons tenté de mettre en ceuvre I'expérience de corrélation homonucléaire Be-c
(SPC5) dans le cas de CHAp, non enrichie en C. L'idée était tentante du fait : (i) du succés de cette
famille d’expériences, en abondance naturelle, dans le cas de composés carbonés par De Paépe et
coll. [66], (ii) de la suppression intrinseque (en abondance naturelle) de problemes éventuels dus a la
troncature dipolaire [66]. Les résultats de I'expérience SPC5 n’ont pas été concluants (malgré une
tentative systématique d’optimisation des parametres) : n‘oublions pas que I'échantillon contient
environ 1 % en masse en atomes de carbone, a 1,1 % en “*C... Nous pensons qu’en optimisant la

Be_13

création de cohérence double quanta C il sera possible de rendre opérante une telle approche.
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Figure 3-27 : Spectres 'H — *3C DNP CP MAS de CHAp non enrichie en **C (AMUpol/D,0/H,0 (90/10). a) spectre 1D *C
DNP CP MAS obtenu pour T, = 9 ms. Le spectre est obtenu en 16 minutes environ. b) Carte 2D 'H — *C DNP HETCOR CP
MAS obtenue en 5 heures environ (t¢ = 3 ms). c) Carte 2D 'H — *3C DNP HETCOR CP MAS obtenue pour Tcp =1 ms.

d) Carte 2D 'H — *'P — "3C DNP HETCOR CP MAS.

d) Expériences 2D **Ca DNP CP MAS double et en abondance naturelle

Nous allons conclure cette section en présentant des expériences trés récentes (avril/mai 2016). Les
résultats sont en cours de publication. Il s’agit d’un travail collaboratif impliquant des collégues de
Grenoble (G. De Paépe et D. Lee) et de Montpellier (D. Laurencin). Nous présentons cette partie sous
forme d’ « article ». Afin de faciliter la lecture de cet article, nous résumons ci-dessous les points
essentiels du travail effectué :

(i) L’expérience **Ca DNP CP MAS a été conduite avec succes a partir de I’échantillon CHAp,
non enrichi en °C.

A notre avis, il s’agit d’un résultat majeur de cette thése, sachant que le **Ca est un

noyau tres peu sensible du tableau périodique (y faible et abondance naturelle ~ 0,14 %)
(Figures 1 et 3 de I'article).
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(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

Dans ce cas particulier, ’ASR [59] a pu étre estimé a ~ 35 soit un gain en temps
d’expérience de I'ordre de ~ 1225.

L'utilisation du glycérol-ds comme cryoprotecteur a permis d’obtenir des € de I'ordre de
100 (soit une amélioration d’un facteur ~ 5 par rapport a I'expérience DNP sans
glycérol).

Des cartes 2D 'H — **Ca DNP HETCOR CP MAS ont été obtenues en ... 4 heures (!), et ce
a partir d’'une masse d’échantillon de I'ordre de 20 mg (Figure 4b de I'article). Une telle
expérience aurait duré ~ 205 jours sans effet DNP.

Des corrélations impliquant les protons du solvant (H,0/D,0), du glycérol-dg, et des
hydroxyles (OH™) de I'apatite sont mises en évidence via la variation de t¢p, le temps de
contact du transfert CP.

Le spin lock du noyau “*Ca durant le transfert CP ne pose aucun probléme, alors qu’il est
tres difficile a réaliser a température ambiante [54].

Des expériences 'H — *'P — *3Ca peuvent étre envisagées sans difficulté particuliere (a
priori). Un enrichissement faible, voire trés faible en **Ca (quelques %), devrait ouvrir la
voie a des expériences ‘H — **Ca — “C.

Nous pensons que ce type d’expérience pourra étre appliqué avec succés a des
matériaux synthétiques a base de calcium (apatites biomimétiques, ciments...), ainsi
gu’a des matériaux naturels (os, dents, calcifications pathologiques...).

Insights into interfacial Ca’" in hydroxyapatite nanoparticles:
MAS-DNP enables fast natural isotopic abundance “Ca NMR
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The nanoscale interfaces within bones, teeth, shells, and other hybrid biomaterials are of
paramount importance but remain particularly difficult to characterize at the molecular level
because both sensitive and selective techniques are mandatory. In this contribution, it is
demonstrated that unprecedented insights into calcium environments, for example the
differentiation of "surface" and "core" species of biomimetic carbonated hydroxyapatite
nanoparticles, can be obtained both sensitively and selectively using solid-state NMR, when
combined with magic angle spinning and dynamic nuclear polarization (MAS-DNP). Though **Ca
represents an ideal NMR target here (and de facto for a large variety of calcium-derived materials),
it corresponds to one of the most insensitive nuclei. Using the sensitivity gains resulting from
MAS-DNP, not only could *Ca NMR spectra be obtained easily, but for the first time natural
isotopic abundance 2D 'H-*Ca and 'H-"*C correlation experiments could be recorded in short
experimental time thanks to the 3 orders of magnitude of time saving. This opens exciting new
perspectives not only for the detailed study of interfaces in nanostructured materials of the highest
biological interest, but also for calcium-based nanosystems in general.

Calcium is an important element in many natural and synthetic materials. It is the 5™ most
abundant element in the Earth’s crust, where it is found in minerals like calcite (CaCO3) and
gypsum (CaS04.2H:0). Another key Ca**-containing material is apatite, a calcium phosphate
which is naturally present in sedimentary rocks in the form of fluorinated francolite, as well as in
bones and teeth of vertebrae in the form of carbonated hydroxyapatite (Caio(PO4)s(OH)2). At the
industrial level, Ca-silicates are among the main constituents of cement and concrete. The broad
diversity of structural roles played by calcium compounds undoubtedly comes from the ability of
Ca" cations to adopt a large variety of coordination environments, with coordination numbers
varying from 4 to 9, and many different coordination geometries. Thus, determining the local
environment of calcium is of fundamental importance to fully understand the structure and
properties of these materials. Unfortunately, very few techniques are available to probe the local
structure around calcium atoms, especially in disordered or amorphous materials, or in materials
with several different calcium environments. This is the case in organic-inorganic biomaterials like
bone, where calcium is present not only in the mineral phase but also at the organic-mineral
interface.

Here, the problem of observing these local calcium environments at their natural isotopic
abundance and in the general frame of apatitic structures is tackled. This is achieved on nanosized
synthetic carbonated hydroxyapatite (C—HAp) obtained by precipitation in aqueous medium. In a
first rough approximation, these C-HAp nanoparticles (5.20 wt% in carbonates, 1.03 wt% in Na")
can act as a structural analog for the inorganic component of bone tissues. Such nano-objects
present intrinsic distributions of both cationic and anionic sites in the core as well as at the surface
of the particles, leading to challenging analysis and interpretation.

Solid-state NMR has been used to study calcium environments[67]—[70] but only rarely due to
severe sensitivity drawbacks. Indeed, the natural abundance of **Ca, the NMR-active isotope of
calcium, is only 0.14%. Moreover, it has a small gyromagnetic ratio (|yca-43|/yn-1~ 0.07) and spin-
7/2, rendering it a highly insensitive nucleus. Nevertheless, natural abundance experiments can be
performed on large sample volumes (using 7 mm rotors or larger, limiting magic angle spinning
(MAS) rates to ~ 5 kHz) in combination with the highest magnetic field available (14 T or higher)
and signal-enhancing NMR pulse sequences.[24], [67], [70] Even in these favorable conditions,
experimental times for recording 1D “*Ca MAS NMR spectra can reach ~ 7—10 hours. It follows
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that attempting to gain further information from 2D experiments, recorded at natural abundance,
remains unrealistic. In the case of “*Ca-labeled samples, very few “*Ca 2D and triple resonance
experiments have been reported so far because commercial **Ca-labeled calcite (CaCOs) is a
highly expensive starting chemical.[53], [67], [71]-[74]

Recently, high-field dynamic nuclear polarization combined with magic angle spinning (MAS-
DNP)[75] has been shown to alleviate some of the difficulties when trying to observe these “low-
gamma” nuclei.[76]-[78] This is because in MAS-DNP the large polarization of electron spins can
be transferred to nuclei, greatly increasing their sensitivity in solid-state NMR experiments.
Moreover, MAS-DNP experiments are generally performed with low sample temperatures of
approximately 100 K, which has been shown to be beneficial not only for the efficiency of the
DNP process but also for cross-polarization (CP) of quadrupolar[79] and low-gamma[76] nuclei.
Recent work using MAS-DNP has also shown its potential for studies of 'O, a quadrupolar
nucleus with low natural abundance.[80], [81] Nevertheless, fast “Ca NMR at natural isotopic
abundance still seemed a pipe dream owing to the intrinsic combination of NMR obstacles.

Herein, it is demonstrated that MAS-DNP can not only be used to facilitate the fast acquisition of
“Ca NMR spectra, it is shown that this can be done for samples at their natural isotopic
abundance, even allowing the successful acquisition of 2D correlation experiments, which provide
here the unambiguous discrimination of “core” and “surface” calcium sites.

Figure 1. Representation of the unit cell of hexagonal HAp, Caio(PO4)s(OH)2. Columns of
OH (A-sites) are represented vertically (c-axis) (Ca in green, O in red, H in white, PO4
tetrahedra in brown). ICSD-26204: Hollysprings hydroxyapatite, showing the orientational
disorder along the OH columns.

RESULTS AND DISCUSSION

The synthetic protocol to obtain the C-HAp nanoparticles is given in the Experimental Section and
the routine characterization (TEM, XRD, FTIR, TGA) of the sample is presented in the Supporting
Information. Figure 1 displays a schematic representation of stoichiometric HAp. Carbonate
groups can partially substitute OH™ (A-type) and/or PO+~ moities (B-type).[37] The OH™ groups
form columns (parallel to the c-axis of the structure) that can be considered as rather "isolated"
(the distance between two consecutive columns is ~0.9 nm) and can act as paths for quasi
one-dimensional "H-'H spin diffusion. It is worth noting that Klimavicius et al. demonstrated very
recently that moderate MAS rates (up to 9 kHz) had little impact on the spin-diffusion in
nanostructured HAp.[50] Following the synthetic protocol, some Ca*" cations were substituted by
Na" (see the chemical analysis in the Supporting Information).

To prepare the C-HAp for DNP experiments, approximately 30 mg of the white nanoparticulate
(diameter ~ 30 nm, see Figure S1) powder was impregnated with a 30 pL aliquot of a glass-
forming solvent matrix of glycerol-ds/D>0O/H20 (60/30/10; v/v/v) containing 10 mM AMUPol[56]
biradical polarizing agent. The slightly damp powder was packed into a 3.2 mm outer-diameter
thin-wall zirconia MAS rotor and this was then inserted into the pre-cooled (100 K) MAS-DNP
triple-resonance ('H/"*C/*Ca) NMR probe and pneumatically spun to the desired rate using cold
nitrogen gas. Under these MAS conditions, a few watts of microwave (uw) irradiation at
approximately the Larmor frequency of the unpaired electron spins of AMUPol (~263 GHz) are
applied to the sample, inducing a transfer of the large spin polarization of the electrons to nearby
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nuclei.[82], [83] For 'H nuclei, this is then equilibrated throughout the system via efficient 'H-'"H
spin diffusion, resulting in a large net polarization gain among the 'H spins, as demonstrated in
Figure 2. Comparison with the signal returned in the absence of uw irradiation and also with the
signal for a full rotor of the pure powder only (i.e., no solvent matrix or polarizing agent),
highlights the significant gain in signal intensity through the use of MAS-DNP. The absolute
sensitivity ratio (ASR)[59] is the best method to compare gains with MAS-DNP to conventional
MAS-NMR and gives a factor of ~35 here, corresponding to an experimental time saving of 3
orders of magnitude (35%). The OH™ groups are characterized by a sharp peak centered at Siso('H)
~0.0 ppm, whereas a broad deshielded component assigned to hydrogen-bonded water/glycerol
molecules is observed at Sio('H) ~6.5 ppm (independent experiments, not shown here, have
demonstrated that HPO4+*~ entities were almost entirely absent in the C-HAp sample).

uw on

uw off (x64)

6 14 12 10 8 & 4 2 0 2 -4 -6 -8
(ix) 'H chemical shift / ppm

Figure 2. '"H Hahn-echo MAS NMR spectra of C-HAp, recorded at ~100 K and 9.4 T. The
pure powder (bottom, orange, MAS rate = 8.5 kHz) and the impregnated sample with (top,
purple) and without (middle, green) microwave irradiation suitable for DNP (both recorded
using a MAS rate of ~14 kHz) are shown and scaled according to the numbers in
parentheses.

The 'H spectra of the impregnated sample in Figure 2 were obtained at a MAS rate of ~14.0 kHz.
The sharpening of the OH™ resonance compared to the spectrum recorded using a MAS rate of 8.5
kHz corroborates that '"H-'H spin-diffusion is still efficient under these moderate MAS rates. The
ratio of signal intensities measured in the presence and absence of uw irradiation, "Meowor, is 120
for water/glycerol and 110 for C-HAp OH™ groups. Notably, these discrete but similar values can
be measured since the OH™ resonance remains clearly distinguished from the solvent contribution.
Such a similarity tends to prove that almost all protons belonging to the C-HAp nanoparticles are
involved in the DNP process. Interestingly though, after saturation, the monoexponential
magnetization build-ups for OH  and the solvent (in the presence of biradicals) have time
constants, T5('H), that are quite different: 5.0 and 3.0 s, respectively. It follows that both 'H spin
baths can be considered as quite disconnected. However, connections are observed between the
OH™ and solvent resonances in a DNP-enhanced 'H-'H spin-diffusion correlation experiment,
albeit only at relatively long spin-diffusion mixing times (see Figure S5), indicating that the 'H
spin baths are not totally disconnected. Hence, the hyperpolarization of 'H spins near to the
polarizing agent can efficiently propagate from the solvent matrix into the nanoparticles via the
OH' channels (which are not large enough to accommodate the AMUPol molecules).
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Figure 3. “Ca MAS NMR spectra of C-HAp, recorded at ~100 K, 9.4 T, and using a MAS
rate of 8.5 kHz. Direct CT excitation of *Ca after DFS of the pure powder (bottom, orange)
is compared to the DNP-enhanced {'"H-}**Ca CP experiment (top, purple), recorded using a
CP contact time of 5 ms. Note that the time required to obtain much greater S/N with the
DNP-enhanced experiment was < 1/5 compared to the conventional method.

Many sensitivity enhancing experiments for solid-state NMR of quadrupolar nuclei have been
devised[84] and one of the most efficient involving population transfer, besides DNP, is a so-
called double-frequency sweep (DFS)[85] that can result in an increase of the population
difference across the central transition (CT) by saturating the satellite transitions under MAS,
giving NMR signal increases for the more readily observed CT of spin-7/2 nuclei of around a
factor of 4 (for full satellite transition inversions a factor of 7 is attainable, at least
theoretically).[74] Figure 3 shows the *Ca MAS NMR CT spectrum of C-HAp, recorded on the
pure powder, after DFS, at a sample temperature of 100 K. Already by only using the low
temperatures, the NMR signal-to-noise ratio (S/N) will be ~ 3.6 times greater compared to
conventional room temperature measurements[86] as a result of the increased thermal nuclear
polarization and decreased Johnson-Nyquist noise in the radio-frequency circuit of the NMR
probe. This, combined with the DFS, will result in experiments requiring only one two-hundredth
of the conventional acquisition time (time saving = (3.6 x 4)?). Nevertheless, even with the low
temperatures and the DFS, the aforementioned difficulties of *Ca NMR cannot be surmounted and
the S/N from the natural isotopic abundance sample is poor, even after 5.5 h of signal averaging.
The long experimental times required to obtain sufficient S/N then render the acquisition of more
complex experiments (such as 2D schemes) completely infeasible.

Figure 3 also shows the DNP-enhanced “Ca MAS NMR spectrum of C-HAp, recorded using a
'H—*Ca CP step. It is evident that the S/N is significantly better compared to the spectrum of the
pure powder recorded with DFS, even with the much reduced experimental time (< 1 h). It is
worth highlighting that no data was recorded for the same experiment but in the absence of puw
irradiation since this would have required months to obtain even a small signal. Therefore, the
inefficiency of '"H-*Ca CP is completely negated by the large sensitivity enhancement from the
MAS-DNP at low temperature, allowing fast acquisition of “*Ca NMR spectra at natural isotopic
abundance.

There are two non-equivalent calcium sites, Ca(I) and Ca(II) (hexagonal symmetry, Ca(Il)/ Ca(I) =
1.5), present in the structure of stoichiometric HAp (the simulated spectrum based on previously
published data[54], [67] is shown in Figure S6), with the Ca(Il) sites being closer than Ca(]) sites
to OH™ groups. The experimental spectrum is comparable with the simulated one, though slightly
broadened. Such broadening has already been described experimentally at moderate field (8.45 T)
and is assigned to distributions of the quadrupolar parameters.[54], [67] At moderate fields, such
distributions can play a significant role, especially in the case of nanoparticles for which surface
and sub-surface defects are necessarily present in relatively high proportions. Furthermore, the
substitution of some OH /PO+*~ groups by carbonates and some Ca*" by Na* (see the chemical
analysis in the Supporting Information) can contribute as another source of local disorder and thus
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also result in distributions of quadrupolar parameters and associated spectral broadening. Indeed,
such broadening due to extended substitutions has been observed in natural samples such as teeth
and bones.[65] It should also be noted that using CP can result in distorted quadrupolar
lineshapes.[87]

As 1D DNP-enhanced {'H-}*Ca {CP}MAS NMR spectra could be recorded in a short
experimental time, this experiment was easily extended to its 2D heteronuclear correlation
(HETCOR) version,[88] which is used to probe proximities between the heteronuclei. A 'H-*Ca
HETCOR spectrum of C-HAp is presented in Figure 4b. To the best of our knowledge, this is the
first ever obtained without any “*Ca labeling. Moreover, this was achieved with only a limited
mass of sample (~ 30 mg). Most interestingly, two correlation peaks are clearly distinguished
using a short CP contact time of 3 ms (in contrast with experiments at longer contact times of 7
ms, in which only the one correlation peak at Siso('"H) ~ 0.0 ppm is present — see Figure S7). As
expected, *Ca sites are correlated to the columnar OH™ groups at Sio('H) ~ 0.0 ppm. A strong
correlation is also evidenced at 8iso('H) ~ 3.0 ppm, although a 'H resonance related to this chemical
shift can only be observed as a shoulder in Figure 2. The global linewidth of the 'H projection
centered at Siso('H) ~ 3.0 ppm is estimated to ~ 2.7 ppm (from 1.7 to 4.4 ppm). Such a range of 'H
chemical shifts is compatible with those of hydrogen-bonded hydroxyls,[89] indicating an
assignment to surface OH™ groups that are hydrogen-bonded to surface-bound water or surface-
adsorbed solvent molecules. Contributions from pure solvent protons can be ruled out because
these are much more deshielded, at Siso('"H) ~ 6.5 ppm as shown in Figure 2. This is corroborated
by the 'H-""C HETCOR spectrum of C-HAp, which shows correlations for the '*C resonances
only with 'H species with diso('"H) = 6.3 ppm (FWHM ~ 3 ppm) (see Figure S7a). Since the DNP
solvent mixture (glycerol-ds/D20/H20 (60/30/10; v/v/v)) was prepared at room temperature there
will most likely be deuterium/proton equilibration of the exchangeable groups, leading to (OH)water
/ (OH)glycerot = 1.8, with both of these proton environments then contributing to this correlation at
Siso('H) = 6.3 ppm. Furthermore, it should be noted that polyols such as glycerol (and
carbohydrates as well) can chelate Ca** cations.[90]-[93] So it cannot be ruled out that there is a
'H-*Ca dipolar interaction between residual (non-hydrogen-bonded) glycerol molecules from the
DNP solvent that are chelated to surface Ca*" sites, leading to a correlation at Siso('H) ~ 3.0 ppm.
Therefore, it follows that this correlation is then fully attributable to 'H nuclei at the surface (i.e.,
not in the columnar channels) of the C-HAp nanoparticles, either from OH™ groups or chelating
glycerol molecules, that are coupled to surface or near-surface Ca*" cations.

At longer '"H-*Ca CP contact times spin decoherence effects will become more important,
reducing the efficiency of CP for local spin systems with larger 'H-"H dipolar couplings and those
that are in closer proximity to the electron spins from the polarizing agent. Hence, CP for the
“isolated” OH™ groups of the columns (vide supra) should be less affected than for the surface OH™
groups (or solvent molecules), which is indeed the case here (see the '"H-**Ca HETCOR spectrum
of Figure S7b where a CP contact time of 7 ms was used, showing only a dominant correlation
peak at Siso('"H) ~ 0.0 ppm). The correlation centered at diso('H) ~ 0.0 ppm in Figure 4b is assigned
to “Ca nuclei located near the hydroxyl columns, i.e., in the core of the nanoparticles. A
comparison of the **Ca cross-sections taken through the "surface" and "core" correlations shows
that the "surface" related **Ca spectrum is slightly broader (see Figure S8). This could be expected
due to structural disorder at the surface, leading to additional distributions of chemical shift and/or
quadrupolar parameters).
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Figure 4. MAS-DNP HETCOR spectra of C-HAp, recorded at ~100 K, 9,4 T, and using a
MAS rate of 8.5 kHz. (a) '"H-"C HETCOR spectrum with associated *C skyline projection
(top), recorded using a CP contact time of 7 ms. (b) 'H-*Ca HETCOR spectrum with
associated “Ca (top) and 'H (right) skyline projections, recorded using a CP contact time of 3
ms. Both spectra were recorded using FSLG homonuclear decoupling[10] during the indirect
acquisition and SPINAL-64 heteronuclear decoupling[34] during the direct acquisition. Also
shown (far right, purple) is the DNP-enhanced 'H Hahn-echo MAS NMR spectrum, for
comparison.

The 'H-"*C HETCOR spectrum of C-HAp is presented in Figure 4a. It is clearly demonstrated that
even in the case of *C at natural abundance (1.1 %) and with only ~ 1 wt% in carbon, 2D DNP-
enhanced 'H-">C HETCOR spectra can be obtained in short experimental time (here 5.5 h). One
notes also that C resolution remains almost identical to that observed at room temperature.
Following Beshah et al.,[40] the most shielded "*C resonance (Siso('*C) = 166.0 ppm) can be
assigned to A-site carbonates whereas all deshielded resonances correspond to B-site carbonates.
Looking carefully at the correlations in the 2D '"H-"*C HETCOR experiment provides more
detailed information. (i) As expected, '*C resonances are coupled to channel OH™ protons,
corresponding then to "core" carbonates. (7)) Some B-type resonances are correlated to the most
deshielded part of the 'H spectrum, corresponding then to "surface" carbonates. There seems to be
two discrete 'H environments interacting with these surface carbonates: at diso('H) ~ 7.0 ppm and
iso("H) ~ 5.0 ppm, most likely from distinct surface OH™ groups. Notably, the proton correlations
related to these surface carbonates are clearly distinguished from the one related to the surface Ca*
cations. In other words, the multinuclear MAS-DNP experiments are selective towards the different
protonated species present at the surface of the C-HAp nanoparticles. (iii) the A-site resonance
(8iso(**C) = 166.0 ppm) is mainly correlated to the OH™ groups in the c-axis columns. (iv) The lack
of any correlations with a peak at Siso('H) ~ 3.0 ppm (using CP contact times of 0.25, 1, and 7 ms
(only the latter shown here)) allows the refinement of the previous assignment (vide supra). This
peak must then be specifically from (hydrogen-bonded) calcium-bound hydroxyls on the surface of
the nanoparticles, or from calcium-chelated glycerol molecules (which have a lesser affinity to
carbonates).

CONCLUSION

It has been demonstrated that C-HAp nanoparticles can be studied efficiently and effectively using
MAS-DNP. Although “Ca should be a fundamental NMR target in the field of biomaterials and
biominerals, it suffers from severe drawbacks in terms of intrinsic sensitivity (low 7y, high spin
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number, and very low natural abundance). For the first time, 'H-**Ca 2D experiments could be
recorded at natural isotopic abundance in short experimental time (~ 4 hours), notably for a
restricted mass of sample (~ 30 mg). To date, such experiments would have been impossible to
implement using conventional NMR. An analysis of the 'H-**Ca and '"H-'"*C correlation data
showed that "surface" species (Ca*" and carbonates) could be distinguished from the "core" entities.
Such results open new avenues for the detailed atomic-scale description of interfaces in bones and
teeth, which is of primary importance to understand their structure and properties,[94] as well as for
calcium-derived nanomaterials in general.

EXPERIMENTAL SECTION

Carbonate substituted hydroxyapatite (C-HAp) synthesis and characterization. The protocol
used corresponded to the standard precipitation of HAp at room temperature starting from aqueous
solutions (initially decarbonated by boiling the solutions and using an argon flux during the
syntheses). A solution of ammonium hydrogenphosphate ((NH4)2HPO4, 0.30 mol.L"', pH ~ 10) was
added to a solution of calcium nitrate tetrahydrate (Ca(NO3)2.4H20, 0.50 mol.L"!, pH ~ 5) using a
titration apparatus (808 Titrando, Methrom, 3 mL.min""). Carbonates were introduced by adding
sodium hydrogencarbonate (NaHCOs3) to the phosphate solution. All experiments were performed
under argon flux and magnetic stirring. The initial molar ratios were: Ca:10, P:6, CO3*:3. After the
addition of the phosphate solution, the obtained precipitates were further stirred for 24 hours. After
centrifugation, the precipitates were rinsed 4 times with distilled water (final pH of water ~ 7). All
samples were then heat treated (400°C) for 48 hours in order to eliminate water and ammonia
molecules. Routine characterization (TEM, XRD, FTIR, TGA) of the sample is presented in the
Supporting Information.

Solid-state NMR experiments. The glycerol-ds (98% in D atoms) and D20 (> 99% in D atoms)
used for the glass-forming solvent matrix were standard commercial reagents and the AMUPol[56]
biradical polarizing agent was purchased through SATT Sud Est, Marseille, France. Solid-state
NMR experiments were recorded using a Bruker DNP-NMR AVANCE III 400 MHz spectrometer
equipped with a gyrotron and associated transmission line capable of delivering ~ 5 W of ~ 264
GHz pw irradiation at the sample. All experiments were recorded with a 3.2 mm HXY triple-
resonance MAS probe (in M4 'H transmission mode) at vo('H) = 400.33 MHz corresponding to the
maximum 'H enhancement field position for AMUPol at vo(e’) = 263.7 GHz, with the X-channel
tuned to vo(**C) = 100.66 MHz and the Y-channel tuned to vo(**Ca) = 26.94 MHz. A home-adapted
triple resonance 'H/"*C/*Ca circuit was constructed using a 15 pF capacitor in parallel to an insert
coil of 7 turns, used to bridge the X and Y channels, and also a 64 pF ‘shunt’ capacitance in parallel
to the variable Y capacitor. The Y-channel tuning range at low temperature (~ 100 K) using this
setup is 26.9 + 0.8 MHz.

'H (n/2)- and m-pulses, as well as the (SPINAL-64[34]) heteronuclear decoupling, were applied to
induce a nutation frequency of 100 kHz. "*C CP spin-locking was at ~ 50 kHz with corresponding
ramped (50-100%) "H CP spin-locking at ~ 76 kHz (100%) to meet a CP-matching condition and
facilitate CP transfer. The 'H spin-lock during '"H-*Ca CP transfer was applied in a low nutation
frequency regime (~12 kHz) to permit relatively efficient CT-selective CP of **Ca nuclei, for which
a (n=1, zero quantum) CP-matching condition was met using **Ca radiofrequency irradiation at ~
0.9 kHz. A long “dead time” of 120 us was used to avoid the acquisition of *Ca signals resulting
from probe “ringing”. For "*C acquisition, this dead time was only 7 ps. The 'H-*Ca CP and **Ca
direct excitation after DFS preparation were calibrated using a (60%) “Ca-labeled sample of Mg-
substituted HAp, which was synthesized using a similar protocol to that described previously.[53]
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L'approche DNP CP MAS a été adaptée avec succes a I’'étude de nanoparticules d’HAp carbonatée et
sodée. Le choix du couple {biradical + solvant} est fondamental (ici AMUpol/D,0/H,0 (90/10)). Nous
suggérons que I'ensemble des nanoparticules soit efficacement sondé par |'effet DNP grace a la
diffusion de spins '"H—"H le long des colonnes d’OH™ de la structure. Toutes les expériences de double
et triple résonances mises en place a partir de CHAp, enrichie en *C, ont pu étre transposées a
I’étude de CHAp en abondance naturelle *C (3 I'exception de I'expérience *C—">C SPC5). Cette toute
derniére expérience nous a permis de mettre en évidence pour la premiére fois les connectivités A/B
et B/B au sein de CHAp, et ce, avec une excellente résolution globale.

Enfin, nous pensons que I'expérience “*Ca DNP CP MAS en abondance naturelle ouvre un champ
d’expériences encore inexplorées dans le domaine des apatites synthétiques et naturelles.

4. Augmentation de sensibilité par DNP MAS : oxalates de calcium
hydratés synthétiques, CaC,0,-nH,0

La derniére partie de ce Chapitre 3 est consacrée a I'étude par DNP CP MAS des différentes phases
synthétiques d’oxalate de calcium hydraté, COM, COD et COT. Etant confronté a des phases
minérales hydratées, nous avons tenté d’utiliser le « DNP juice » qui avait été efficace dans le cadre
des études des apatites substituées par des ions carbonates et Na*. Cette approche a été un échec
comme nous allons le voir ci-dessous.
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a) Recherche d’un couple {solvant/biradical} compatible avec les phases COM,
COD et COT

La Figure 3-28 présente les spectres 'H — >C DNP CP MAS des trois phases d’oxalate de calcium
hydraté pour différentes combinaisons de solvants et de biradicaux. Nous remarquons
immédiatement que le mélange AMUpol/D,0/H,0 conduit a des valeurs de 8(13C)0N/0FF trés faibles de
I'ordre de 2. Rossini et coll. ont proposé d’autres alternatives, mettant en jeu par exemple des
solvants organiques et des biradicaux solubles dans ces milieux [67]. Nous avons décidé d’utiliser le
tétrachloroéthane (TCE) et le chloroforme comme solvants, ainsi que TEKpol et bTbK comme
biradicaux (sans glycérol, par ailleurs) [68] (voir Figure 3-28d). Les résultats sont troublants dans le
sens oU des 8(13C)0N/0FF faibles sont observés pour COD et COT. Dans le cas particulier de COD, seul
TEKpol/CDCl;/CHCI; (90/10) conduit a une valeur de € supérieure a 1! Compte tenu des résultats
présentés sur la Figure 3-28, nous avons décidé de poursuivre I'étude du COM a laide
TEKpol/d-TCE/TCE (90/10) (8(13C)0N/0FF ~ 22, ce qui correspond a une valeur tout a fait raisonnable
pour des expériences bidimensionnelles) dans la suite de ce paragraphe.

13C a) | Amupolin D,0/H,0 (9:1) O %
TEKpol in CDCl,/CHCI, (9:1) Q" Q 5 @
TEKpol in d-TCE/TCE (9:1)  * ®werm c..“m:‘o:;?'...
bThK in CDCl,/CHCl, (9:1) ol . .
0- N)_/< )\_& N-G °‘|Iu X °
pr 0’\(‘ A
13¢ o) | e e
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13¢ c)

W W o
WJ\/\/\’\J MW “OFF S S
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Figure 3-28 : Tests d’efficacité (BC DNP CP MAS) des combinaisons {solvant/biradical} pour les trois phases d’oxalate de
calcium hydraté, COM, COD et COT. a) COM. b) COD. c) COT d) Schémas des biradicaux d’apres [56], [68].
L’échelle des déplacements chimiques *C a été calibrée en utilisant le TCE comme référence interne
(74 ppm). Nous observons des variations de 8,(">C) de plusieurs ppm pour le COM par rapport aux
données obtenues a température ambiante, sans DNP (voir Figure 3-2). Il se peut que les Siso(3C)
varient effectivement avec la température. Mais la calibration faite a partir de la résonance de TCE
reste sujette 3 caution : (i) la résonance est large a 100 K et la précision sur 8,.(°C) est modérée,
(ii) il se peut que la résonance **C du TCE varie également en fonction de la température. Dans la
suite de cette section, nous considérerons plutdt les variations de 8.(C) comme étant
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significatives. Ainsi, dans le cas du COT, la différence entre les deux déplacements chimiques *C
continue a s’accentuer avec la diminution de la température jusqu’a 100 K (voir la Figure 3-14, partie
1.b).iii.). Le spectre *C du COD est quant a lui beaucoup plus élargi qu’a température ambiante (voir
Figure 3-2). Nous attribuons cet élargissement & une distribution de déplacements chimiques *C
accentuée, lorsque la dynamique des molécules d’eau zéolithiques est fortement ralentie a basse
température.

b) Interprétation des cartes 2D *H — **C DNP HETCOR CP MAS : cas du COM

Comme mentionné précédemment, le COM peut étre étudié par DNP en utilisant le mélange
TEKpol/d-TCE/TCE (90/10) (8(13C)0N/OFF ~22). En un temps trés court (de I'ordre d’1 heure), des cartes
2D HETCOR présentant un excellent rapport signal/bruit sont obtenues pour différents temps de
contact, tcp, de 250 ps a 9 ms (Figure 3-29). Comme précédemment, un découplage homonucléaire
'"H—'H de type FSLG (Frequency Switched Lee-Goldburg) [10] a été utilisé de facon a améliorer la
résolution 'H sur la voie indirecte.

3 c1 ca 2
H12 24343 | 3,901 3,2072 3,9966
H22 3,7803 3,2206 3,763 3,2692
H21 2,4147 3,2357 3,8873 3,1032
H11 3,7672 3,2043 | 3,3691
i H-14C < : woe | {
H12 1 ey (le £ CED @"’; —2
Y-H22 s a—— P it P o o : F i }_ ) 3 _’_‘:) i
o 8-SR0 11 (0D
- & {\ L H21 A Sz W
{} "H11 ‘ﬁ} ‘-...___I @"""" “H11 _nr . = @
It B s b 19 T S
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Figure 3-29 : Spectres 2D ‘H — >C DNP HETCOR CP MAS du COM (TEKpol/TCE-d/TCE) (90/10) a trois temps de contact
(tcp) différents. Le tableau présente les distances C—H extraites de I'optimisation de la structure du COM par DFT [24].
Code couleurs : rouge : C—-H < 2,44 A ; jaune : 3,20 A< C—H < 3,27 A ; vert : 3,35 A < C—H.

Pour un long temps de contact (tcp = 9 ms), une carte 2D particulierement résolue sur la dimension
'H est obtenue. Rappelons qu’a température ambiante, le spectre *H CRAMPS du COM (Figure 3-1)
ne présentait pas de résolution particuliere. On observe 16 corrélations distinctes ! Rappelons que la
structure du COM met en jeu 4 sites °C inéquivalents et 4 sites 'H inéquivalents (2 molécules d’eau).
Nous en déduisons que les 16 corrélations de la carte 2D correspondent aux couplages dipolaires
'H-"C entre tous les *C/*H pris deux a deux. Le signal 'H d{i au solvant ne perturbe quasiment pas
I’observation des pics relatifs a la phase COM. La diminution progressive du temps de contact, tcp,
permet de faire varier I'intensité des corrélations : ainsi, a tres court temps de contact (250 ps) il est
possible de mettre en évidence les connectivités spatiales entre °C et 'H les plus proches. Colas et
coll. [24] ont étudié en détails I'optimisation par DFT de la structure du COM en vue de calculer les
paramétres RMN associés par la méthode GIPAW [69]. Pour rappel dans le Chapitre 2, nous avons
présentés tres brievement les principes de la DFT et des ingrédients nécessaires aux calculs GIPAW.
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A partir des modeles structuraux optimisés du COM, il est possible de dresser un tableau des
connectivités entre atomes C; et H; de la structure : celui-ci est présenté sur la Figure 3-29 avec un
code de couleurs qui est explicité dans la légende. La numérotation des atomes correspond a celle
utilisée dans I'article de Colas et coll. L’attribution des déplacements chimiques 'H ne pose pas de
probléme particulier : les résultats extraits de GIPAW donnent : 2,6 ;5,6 ; 6,1 et 9,1 ppm [24] pour les
valeurs isotropes calculées. Il est donc possible d’attribuer les résonances de Hiz:2111
(voir Figure 3-29). Le tableau des connectivités prouve que C3 et C2 correspondent aux résonances
extrémes en termes de déblindage et de blindage, respectivement. Cette analyse est tout a fait
cohérente avec les résultats (°C) obtenus par GIPAW. La distinction entre C1 et C4 est sans
ambiguité également. Sur la Figure 3-30, nous présentons une comparaison des spectres
expérimentaux du COM a température ambiante, et a ~ 100 K, et du spectre calculé par GIPAW (a
0 K).

ppm

Figure 3-30 : Comparaison de spectres 3¢ de cOM expérimentaux avec un spectre calculé. En pointillés rouges : spectre
CP MAS a T, ., €n pointillés verts : spectre CP DNP MAS a 100 K et en bleu : le spectre calculé par méthode GIPAW a 0 K.

Le spectre a 'ambiante a été référencé grace a 'adamantane, ensuite les deux autres spectres ont
été alignés suivant leur signal le plus déblindé (fixé a 169,78 ppm). L'accord est tout a fait
impressionnant lorsque nous considérons le spectre a basse température. De fait, a 100 K, les
conditions d’enregistrement des spectres RMN se rapprochent considérablement de la température
utilisée pour les calculs ab intio. En d’autres termes, la RMN cristallographique va bénéficier dans un
futur proche de la généralisation des expériences MAS effectuées a 100 K, voire a 40 K, en routine.
Du coté théorique, il sera tres intéressant de confronter I'approche développée par Némausat et coll.
[70] qui prend explicitement en compte la présence de phonons dans le calcul des parametres RMN.
Le domaine des oxalates de calcium hydratés offre une plateforme expérimentale/théorique tout a
fait intéressante dans ce cadre (voir également les expériences en 2Na présentées ci-dessus — partie
3.b).).

Par curiosité, nous avons réitéré les expériences précédentes a I'aide du mélange AMUpol/D,0/H,0
(90/10) (e(**C)onjorr ~ 2). Ici, le gain DNP est minime ce qui se traduit par des temps d’acquisition
beaucoup plus longs (7 a 15 heures, voir Figure 3-31). Il n’a pas été possible d’enregistrer une carte
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2D pour un temps de contact de 250 us dans un temps raisonnable. Pour Tt = 2 ms, il semble que les
corrélations associées a H,; soient plus intenses que dans le cas du mélange TEKpol/d-TCE /TCE
(90/10) (Figure 3-29). Il en résulte que les résultats d’'une expérience de DNP doivent toujours étre
considérés avec précaution et qu’'un nombre important de tests et expériences est nécessaire pour
obtenir des conclusions solides.

c3 c1 c4 c2
H12 2,4343 3,4901 3,2072 3,9966
H22 3,7803 3,2206 3,763 3,2692
H21 12,4147 3,2357 3,8873 3,1032
H11 3,7672 3,2043 12,3223 3,3691
0 L \ 0
| 1H_13c | lH_l!c
H12 o~
H22
5 5
TS TN H21
"""" H11 (] a 8
10 10 ‘
~7h ~15H
1‘68 1‘67 (ppm) 1.65 168 1‘57 {ppm
Cc3 Cl ca c2 Cc3 C1
167,78 166,45 166,32 165,61 ppm 167,78 166,45 166,32 165,61ppm
pl5=2ms pl5=9ms

Figure 3-31 : Spectres 2D 'H — 3'C DNP HETCOR CP MAS du COM (AMUpol/D,0/H,0) a deux temps de contacts différents
(tcp =2 et 9 ms).

5. Conclusion

Au cours de ce Chapitre, nous avons étudié systématiquement les composés synthétiques (oxalates
de calcium hydratés et hydroxyapatite carbonatée et sodée) décrits précédemment (voir Chapitrel).

Dans un premier temps, les phases COM, COD et COT ont été étudiées par RMN haute résolution
'H CRAMPS, 3C CP MAS et *Ca MAS (a ultra haut champ magnétique). Les spectres ‘*H CRAMPS sont
particulierement résolus par rapport aux spectres MAS, et caractéristiques des différents hydrates.
En revanche, leur interprétation reste délicate car des phénomenes de dynamique locale peuvent
éventuellement interférer avec le découplage homonucléaire. Les spectres *Ca MAS présentent des
rapports S/N tout a fait acceptables. Néanmoins, les valeurs 8;,(**Ca) et Co(*Ca) sont trés proches
pour les trois phases COM, COD et COT. Les spectres *C CP MAS sont particulierement sensibles a
des effets de température (voir de pression). La phase COM, probablement la plus étudiée
actuellement, présente une variabilité assez grande quant aux signatures obtenues par RMN
3C CP MAS (gardons néanmoins a I'esprit que les variations de 8i,(**C) << 1 ppm). Cela démontre
que la RMN C est ici particulierement sensible a toute variation d’angle, de longueur de liaisons et
ce probablement au niveau du réseau de liaisons—H créé par les molécules d’eau de la structure.
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Notons également qu’une composante de type ACO (oxalate de calcium amorphe) est trés
certainement présente dans de nombreux échantillons. Nous pensons que les résultats présentés
dans cette premiére partie pourront étre d’utilité pour les cliniciens et viendront compléter
utilement les données FTIR et Raman.

La seconde partie du Chapitre a été de nature plus méthodologique et a permis de mettre en place
un protocole robuste d’expériences de DNP CP MAS. Dans le cas des nanoparticules d’apatite
substituée (par des carbonates et des ions Na*), des gains € de I'ordre de 25 ont été obtenus pour
tous les noyaux considérés : 4, B¢, 3'p, ©Na. Remarquablement, des expériences 2D double et triple
résonances présentant un excellent rapport signal/bruit, ont été obtenues en quelques heures
seulement. Il est donc démontré que I'approche DNP CP MAS permet de contourner le probléeme de
sensibilité induit par le faible pourcentage massique des substituants et la faible abondance naturelle
de certains noyaux (par exemple *C).

L'étude des phases COM, COD et COT par DNP CP MAS a soulevé plusieurs points importants : (i) le
choix du « DNP juice » adéquat pour le COM ne permet pas d’obtenir des gains ¢ significatifs pour
COD et COT, (ii) dans le cas de COM et le mélange {AMUpol/D,0/H,0} (90/10), des corrélations
HETCOR ont pu étre obtenues en 1 a 2 heures. A T ~ 100 K, la résolution ‘H (sous découplage
homonucléaire FSLG) est suffisante pour distinguer les résonances individuelles associées aux quatre
protons (Hi1, 12, 21, 22) de la structure. En combinant les expériences avec des calculs GIPAW établis a
partir de structures optimisées par DFT du COM, nous avons pu attribuer toutes les résonances 'H et
BC. Une remarque importante s'impose a ce stade : nous avons montré que les résonances “*C du
COM étaient sensibles a la température, que ce soit lors d’'une augmentation (haute fréquence de
rotation MAS), ou une diminution importante de T (~ 100 K). En particulier, a 100 K deux résonances
(C1 et C4) «se croisent ». Il en résulte que la comparaison entre valeurs calculées (a 0 K) et
expérimentales est de bien meilleure qualité lorsque ces dernieres sont enregistrées a 100 K. Dans
les années a venir, I'expérience DNP MAS sera conduite a des températures de ~ 10 a 40 K (voir par
exemple les travaux récents de G. De Paépe et D. Lee dans ce domaine), ce qui rendra la combinaison
« expériences/GIPAW » encore plus performante, (iii) a T ~ 100 K, les résonances *C du COM sont
beaucoup plus résolues qu’a température ambiante. Nous attribuons ce résultat a un état de
cristallisation plus important & 100 K. En d’autres termes, la « variabilité » des spectres *C du COM
(évoquée ci-dessus) peut sans doute étre expliquée par des effets de température qui modifient de
maniere subtile I'environnement local des groupements oxalates. (iv) contrairement aux
nanoparticules d’'HAp, les cristaux de COM étudiés ici sont beaucoup plus volumineux (2 a 30 um). Il
faut garder a I'esprit que I'effet DNP n’est sans doute pas transmis au coeur des cristaux (malgré la
diffusion de spins 'H—'H). Nous n’avons pas tenté d’estimer I'épaisseur de cristal effectivement
sondée par DNP.

Le Chapitre 4 s’attache aux caractérisations structurales des composés naturels : calculs rénaux et
plaques de Randall. Nous allons utiliser largement les résultats acquis au cours du Chapitre 3.
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Chapitre4: RMN et DNP multinucléaire appliquées aux
calcifications pathologiques : calculs rénaux et plaque
de Randall

Il existe de trés nombreuses publications dans la littérature ayant pour objet I’'analyse physico-
chimique des calculs rénaux et des calcifications pathologiques (au sens large). Généralement, elles
présentent les résultats de techniques couramment utilisées dans les hopitaux, a savoir la
spectroscopie FTIR, la microimagerie FTIR, la diffusion Raman, la DRX sur poudre et I'imagerie MEB.
Nous mentionnons également de nouvelles contributions mettant en ceuvre le rayonnement
synchrotron : microdiffraction, microimagerie, EXAFS, UV... [1], [2].

La RMN en phase solide a été curieusement trés peu développée et uniquement dans le milieu
académique [3], [4]. Nous noterons que la premiére étude systématique de calculs rénaux est due a
Bak et coll. [5]. Cette contribution a déja été mentionnée dans le Chapitre 1, dans le cadre de la
caractérisation d’échantillons synthétiques d’oxalates de calcium. Les auteurs ont étudié une large
gamme de calculs rénaux. lls démontrent qu’il est possible d’analyser ceux-ci en détails en jouant sur
les méthodes de RMN 1D (Single Pulse Experiment et Cross Polarization CP), ainsi que sur les noyaux
analysés (*'P, °C). Par exemple, en modifiant le temps de contact (tc) lors de la polarisation croisée,
ils déterminent les constituants principaux du matériau analysé (organique/inorganique) et I'état
physique de celui-ci (cristallin/amorphe). De plus, en utilisant la rotation MAS a basse fréquence, ils
analysent les environnements locaux des sites *'P grace a I'analyse des bandes de rotation dues au
CSA *'P. Clairement, cet article montre qu’il est possible et utile de développer de nouvelles
méthodes de RMN et de DNP (expériences 2D, utilisation de tres hauts champs magnétiques, DNP
CP MAS), afin de faire progresser la description structurale des calcifications pathologiques.

Dans ce Chapitre, nous mettons a profit les acquis concernant les phases synthétiques de phosphates
et d’oxalates de calcium (Chapitres 1 et 3). Plusieurs calculs rénaux (certains d’entre eux possédant
une plague de Randall) nous ont été fournis par le Dr M. Daudon et le Pr E. Letavernier de I'hopital
Tenon de Paris. Dans un premier temps, nous avons étudié les échantillons de maniéere systématique
par FTIR et DRX sur poudre, a I'image de qui est couramment fait en milieu hospitalier. Des
informations précieuses seront obtenues, concernant la nature chimique des phases minérales
(COM, COD, plaque de Randall) et organiques (protéines, triglycérides, acides gras) en présence. Des
informations relatives a la cristallinité des différentes phases seront obtenues également. Nous
rappelons que les calculs rénaux peuvent étre considérés comme des nano-composites hybrides
organiques-inorganiques. Il en résulte une hétérogénéité intrinséque qu’il faudra garder a I'esprit, en
particulier lors des expériences de DNP CP MAS. La formation des calculs rénaux est trés dépendante
du régime alimentaire du patient et de son profil génétique. Cela conduit a une tres grande variété
physico-chimique. Au sein d’'un méme calcul, une architecture spécifique se développe "mélant"
intimement les phases minérales (cristaux micrométriques ou submicrométriques) a une matrice de
type organique. Cette derniére peut tout a fait s""incorporer" dans le calcul (voir Chapitre 5)
conduisant a une inhomogénéité structurale importante.

A notre avis, la RMN en phase solide est actuellement peu développée en milieu hospitalier du fait,
certes, du co(t global de I'équipement, mais également du fait d’'un manque de transfert de
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connaissances des chercheurs académiques vers les praticiens hospitaliers. Nous pensons que les
résultats présentés ci-dessous ouvriront de nouvelles pistes de recherche.

1. Caractérisations usuelles des calculs rénaux

Nous présentons ici les analyses effectuées sur plusieurs calculs rénaux (que nous noterons KS x par
la suite, pour kydney stone) fournis par les praticiens de I’"hGpital Tenon. Les résultats concerneront
essentiellement 6 calculs rénaux, ainsi qu’une plaque de Randall (extraite au préalable d’un calcul par
un médecin). Bien entendu, il n’a pas été question d’entreprendre une étude exhaustive des calculs :
la collection du Dr M. Daudon a I'h6pital Tenon comporte plusieurs dizaines de milliers
d’échantillons (!) venant du monde entier... Il en résulte de fait que les résultats présentés dans la
suite de ce Chapitre n’auront pas de bases statistiques établies. Le choix des calculs étudiés a été
dicté par la présence majoritaire d’un des constituants suivants (établie par exemple par FTIR et/ou
par des images MEB et une étude approfondie de la morphologie) : COM, COD, matrice organique,
présence avérée d’une plaque de Randall. Nous rappelons ici que les résultats présentés dans le
Chapitre 3 nous seront d’une grande utilité (par exemple le protocole de DNP CP MAS mis en place).

a) La spectroscopie FTIR : un outil courant de diagnostic médical

Pour analyser le spectre FTIR d’un calcul rénal, les médecins s’appuient couramment sur une base de
données de spectres de différents composés, dits "majoritaire en une certaine phase" (par exemple
COM). Les données des spectres de phases pures synthétiques ne sont pas nécessairement utiles car
des différences spectroscopiques existent entre échantillons naturels et synthétiques. Tout le travail
consiste alors a reconstituer le spectre initial a I'aide des spectres de références (des composés
naturels et non pas synthétiques) de la base de données. Cette approche est rapide et simple a
mettre en ceuvre: elle est trés développée en milieu hospitalier. Elle présente néanmoins des
écueils : la base de données peut ne pas étre compléte, la quantification des espéeces en présence
peut s’avérer étre délicate, I'analyse mathématique des spectres peut nécessiter I'utilisation de
dérivées ou de dérivées secondes pour améliorer la précision de I'analyse... Certains points ont été
abordés d’'un point de vue mathématique par R. Arnaud, au cours d’un stage postdoctoral au
laboratoire en collaboration avec le Dr. D. Bazin et Dr. M. Daudon.

Les spectres présentés Figure 4-1 ont été enregistrés a I’aide d’un module ATR (voir Chapitre 1).

913cm

961em™  gogemt

1090cm

1028 ecm™
1200 1100 1000 900 800
Longueurs d'onde (cm-t)

T T T T T T

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Longueurs d'onde (em-!)
Figure 4-1 : Spectres FTIR (ATR) de deux calculs rénaux : KS 1 (en rouge) et KS 2 (en noir).
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A I'aide des résultats obtenus sur les phases synthétiques de COM et de COD, on remarque que ces
deux calculs contiennent un mélange de type COM/COD. La région des v (3800-2700 cm™)
présente la superposition des cing signaux relatifs au COM et du signal large attribué au COD. De
plus, le signal caractéristique & 913 cm™ atteste de la présence du COD alors que les deux signaux a
961 et 870 cm™ montrent celle du COM. Nous remarquons qu’il est trés difficile d’essayer de
quantifier les proportions relatives de COM et de COD. La zone d’intérét de 965 & 850 cm™* est en
effet trés peu intense. Une plus grande structuration du massif des v(ou) (3800-2700 cm™) tendrait &
prouver que le COM est majoritaire dans KS 1 ... mais cela reste a confirmer. La différence majeure
réside dans la région entre 1200 et 900 cm™. Cette région correspond & des vibrations
caractéristiques de groupements phosphates.

31p CP MAS
DNP
T°=104 K
RO = 8 kHz

50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50
(ppm)

Figure 4-2 : Spectre *'P CPMAS DNP du calcul KS 2.

Comme le montre la Figure 4-2, la présence de phosphates peut étre aisément confirmée par une
expérience *'P RMN (ici DNP). L'étude de ces phosphates est développée dans la suite de ce
chapitre.

Dans un deuxieme temps, nous avons tenté d’analyser les échantillons KS 1 et KS 2 par diffusion
Raman. Rappelons que nous utiliserons cette technique pour caractériser des cristaux de COM et de
COD synthétiques obtenus dans un montage microfluidique (voir Chapitre 5). Ici, dans le cas des
calculs rénaux, nous nous sommes heurtés au probléme de fluorescence. Le signal de fluorescence
couvrant la gamme spectrale d’intérét, il n’a pas été possible d’obtenir d’informations
complémentaires par cette technique. La fluorescence est essentiellement due a la présence d’une
matrice organique dispersée dans |I'échantillon.

b) Diffraction des rayons X sur poudre

En ce qui concerne les analyses par diffraction des rayons X sur des calculs rénaux, on peut citer les
travaux récents de Bazin et coll. [1], ceux de Kontoyannis et coll. [6], ainsi que ceux d’Uvarov et coll.
[7] et Orlando et coll. [8]. Cette méthode, a priori simple a mettre en ceuvre, présente ici quelques
difficultés : (i) tout d’abord, il est nécessaire de disposer d’une quantité suffisante d’échantillon
lorsqu’on veut pouvoir travailler en géométrie classique : ceci n’est pas toujours le cas, (ii) il faut
tenir compte de I'hétérogénéité de composition et de texture des échantillons, (iii) les phases
amorphes éventuellement présentes (voir Chapitre 1) sont totalement sous-estimées. Les avantages
majeurs sont : la mise en évidence des phases minérales, pour peu que les domaines de cohérence
soient suffisamment étendus, et des informations sur le degré de cristallinité.
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Figure 4-3 : Diffractogrammes de deux calculs rénaux, KS 1 et KS 2. Les données JCPDS sont en rouge pour le
COM et en bleu pour le COD. Les diffractogrammes en haut sont ceux de COM et COD synthétiques.

Les calculs rénaux analysés sont formés de phases cristallines de COM et de COD. Toutes les raies de
diffraction peuvent étre attribuées a I'une ou I'autre de ces phases ; on remarque que certaines raies
de diffraction sont sous exprimées (celle a ~24° en 2 théta pour COM par exemple). Cela montre
bien la différence de cristallinité et d’expression des différentes faces des cristaux entre les
échantillons synthétiques et naturels. La Figure 4-3 permet de corroborer les conclusions des
spectres IR: (i) les deux calculs sont bien des mélanges de COM et de COD, (ii) KS 1 est
majoritairement constitué de COM, contrairement a KS 2. Une fois encore, une quantification directe
des phases n’est pas évidente (mais peut néanmoins étre mise en place). Nous rappelons que
d’éventuelles composantes amorphes ne seraient que tres mal détectées par cette technique.

2. Les méthodes de RMN appliquées aux calculs rénaux

Aprés avoir décrit les caractérisations par RMN des phases synthétiques de COM, COT, COT et CHAp
(Chapitre 3), nous pouvons appliquer les expériences a des échantillons naturels provenant du milieu
hospitalier. Comme expliqué précédemment, la RMN n’est pas actuellement une technique de
prédilection pour analyser les calculs rénaux et conduire a un diagnostic médical. Elle propose
néanmoins de nombreuses pistes d’étude, que ce soit en termes de noyaux sondés (1H, B¢, “ca, si,
27Al (1)...) ou en termes de méthodologie (séquences d’impulsions, DNP CP MAS...).

a) Caractérisation des phases par RMN 'H, 3¢, ca, Zsi et 7’Al

L’analyse des spectres de calculs rénaux s’appuie sur les signatures spectroscopiques obtenues pour
les phases synthétiques et présentées dans le Chapitre 3. Nous verrons qu’il est possible de mettre
en place des protocoles d’analyse en vue d’obtenir des résultats quantitatifs.
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i 1H DUMBO MAS (CRAMPS), écho de Hahn et DQF COSY

Nous présentons ici les résultats 'H MAS enregistrés & haut champ magnétique (700 MHz) et en
présence de découplage homonucléaire DUMBO (Chapitre 2). Nous avons montré dans le cas de
COM, COD et COT gu’un tel découplage homonucléaire était absolument nécessaire pour obtenir
une résolution spectrale suffisante (Chapitre 3 partie 1 a).i.). En effet, la séquence DUMBO supprime
efficacement les couplages dipolaires homonucléaires présents au sein du réseau de liaisons—H établi
par les molécules d’eau présentes dans les structures. La Figure 4-4 propose une comparaison entre
les spectres de calculs rénaux (KS 1, 2 et 3) et les phases COM, COD et COT synthétiques. Le calcul
KS 3 se distingue nettement de KS 1 et KS 2. En effet, il contient : (i) une phase COM "majoritaire" et
I’'absence de COD, (ii) une grande quantité de phase organique, (iii) une phase de silice amorphe, dite
"opaline" (nous reviendrons sur I'origine probable d’une telle silice amorphe lorsque nous
présenterons les spectres 2°Si CP MAS). Les points (i), (ii) et (iii) ont été déduits d’étude préalables
par FTIR et MEB. La température est maintenue a 10°C a l'aide du module BCUX, de facon a
minimiser les transformations de phases in situ (voir Chapitre 3).

'H CRAMPS

&

COM +COD ./

PR T S S R S
12 11 10 8 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -
(ppm)

Figure 4-4 : Spectres "H CRAMPS de trois calculs rénaux (KS 1, KS 2 et KS 3). Les spectres 'H CRAMPS du COM (en rouge),
du COD (en bleu) et du COT (en vert) synthétiques sont rappelés. Le schéma de protéine indique la présence de
résonances dues a la matrice organique dans les calculs KS 2 et KS 3. Sonde MAS 2,5 mm, 700 MHz.

Comme dans le cas des phases synthétiques, les spectres sont enregistrés en quelques dizaines de
secondes. Il s’agit donc d’une méthode trés rapide et simple a mettre en ceuvre : il est méme
possible d’optimiser les paramétres de la séquence DUMBO pour chaque échantillon. On peut
néanmoins se poser la question de la quantification de tels spectres. La simulation des spectres de
KS1 et KS 2 est présentée sur la Figure 4-5. A partir des spectres des phases synthétiques, des
modeles (rouge et bleu) ont été utilisés pour rendre compte de la présence de COM et COD,
respectivement. Nous avons conservé les largeurs de raie des différentes composantes et les
déplacements chimiques isotropes et seules les intensités ont été optimisées.

177



H CRAMPS T=10°C
RO =12 kHz

‘_I *L At j uL”"

Z2theta

'H CRAMPS T" = 10"C
RO =12 kHz

2ileta

5 4
{ppm)

Figure 4-5 : Simulation des spectres 'H CRAMPS de KS 1 et KS 2. En rouge : COM. En bleu : COD. En vert : somme. Les
diffractogrammes sont rappelés pour comparaison. Sonde MAS 2,5 mm, 700 MHz.

L'accord est loin d’étre satisfaisant, en particulier pour KS 2. L'intégration des deux composantes
conduit a COM/COD ~ 1 pour KS 1 et KS 2, ce qui semble contradictoire avec les résultats de FTIR et
de DRX sur poudre. Le désaccord est probablement di a deux sources distinctes : (i) la présence
probable d’une composante organique, en particulier pour KS 2 (Figure 4-5) qui complique I’analyse.
Les résonances de la matrice organique sont particulierement visibles dans le cas de KS 3 (voir le
schéma indicatif de protéines), (ii) un élargissement intrinseque des signaux du COM et du COD di a
des distributions de déplacements chimiques 'H au sein des nanocomposites.

A ce stade, I'analyse 'H MAS CRAMPS est prometteuse quant a la quantification des phases présentes
mais elle reste délicate. En d’autres termes, "il manque encore un peu de résolution spectrale *H"
pour pouvoir proposer un protocole de quantification précis et fiable. Des expériences a ultra haut
champ magnétique (1 GHz), en rotation ultra-fast MAS et en combinant des séquences de
découplage homonucléaires pourraient étre intéressantes de ce point de vue.

A 700 MHz, nous mentionnons qu’il est possible (d’'un certain point de vue) d’accroitre la
résolution 'H en utilisant la séquence d’écho de Hahn synchronisée ave la rotation MAS, pour des
délais de refocalisation (1) longs (jusqu’a plusieurs ms). La Figure 4-6 présente des spectres 'H
obtenus a 1 variable dans le cas de KS 3.
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Figure 4-6 : Echos de Hahn HMAS a temps de refocalisation (1) variable dans le cas du calcul rénal KS 3. t est synchronisé
avec la fréquence de rotation MAS (ici 30 kHz). Sonde MAS 2,5 mm, 700 MHz. NS = 64, délai de relaxation 'H:5s.
Insert : spectre obtenu dans les mémes conditions pour la phase COM synthétique.

Nous notons tout d’abord que la résolution n’est pas identique a celle de la Figure 4-4. En effet, nous
comptons ici uniquement sur l'effet de la rotation MAS a trés haute fréquence (30 kHz). La
température n’a pas été régulée ici, alors qu’il aurait été intéressant de le faire (voir Chapitre 3). Pour
la valeur la plus élevée de 1, des résonances fines sont obtenues. Elles correspondent a des
composantes mobiles. Les déplacements chimiques isotropes 'H observés sont en accord avec ceux
d’acides gras présentant des insaturations (cf. 8;,(*H) ~ 5,25 ppm) [9]—[11]. A priori, nous excluons la
présence de triglycérides, les résonances CH et CH, (~ 4,2 et 5,2 ppm) du squelette glycérol n’étant
pas clairement détectées.

Compte tenu de la mobilité de ces composantes, il est tout a fait possible de mettre en place des
expériences dérivées de la RMN en solution (homonucléaires comme 'H-'H DQF COSY, ou
hétéronucléaires, comme ‘H-"2C INEPT) et la rotation rapide MAS. Dans ces conditions, seule la
partie isotrope de linteraction de couplage Jiu.14 intervient. Sur le Figure 4-7, nous présentons
I’expérience '"H—"H DQF COSY MAS appliquée au composé KS 3.
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Figure 4-7 : Expérience "H—"H DQF COSY MAS (30 kHz), 700 MHz
incréments dans la dimension t; : 256, re

En observant de maniere détaillée les différentes taches de corrélation, il est possible d’interpréter la
totalité des signaux 'H (voir Figure 4-7). Bien que la RMN 'H (CRAMPS, écho de Hahn, séquences
fondées sur I'interaction J) soit adéquate pour I'étude de la composition des KS, il nous est apparu
important de mettre en place différentes expériences °C, le but étant de simplifier les spectres

obtenus par des méthodes d’édition spectrale.

iL.

, sonde MAS 2,5 mm. Délai de relaxation H:2 s, NS =32,

présentation en mode magnitude.

13C CP MAS et 1H-13C INEPT MAS

Nous rappelons ici trés brievement les caractéristiques >C en rotation MAS des différentes phases
synthétiques d’oxalate de calcium hydraté (voir Chapitre 3): COM: 4 résonances isotropes ;
COD : 1 résonance isotrope unique (élargie) ; COT: 2 résonances isotropes. La gamme des

déplacements chimiques est particulierement restreinte, de 167 a 172 ppm environ.

180




13CCP MAS NMR
RO=5kHz
169,13
168,54
COM 168,24
167,76 |
+ 169,76 |
coD
‘I“(S 2
! M | S b
169,80 ,| — il Pl i im0
o 2“ 2theta 3
KS 2
169,75 |
K1 Ks1
- A A J
|I ST AN A M | I
10 20 Stheta 30
180 175 170 165 160
(ppm)

Figure 4-8 : Spectres 'H — 3C CP MAS des deux calculs rénaux, KS 1 et KS 2 avec leur diffractogramme respectif. Les
spectres du COM (en rouge) et du COD (en bleu) synthétiques sont rappelés également. Sonde MAS 2,5 mm, 700 MHz.

Les spectres CP MAS des composés KS 1 et KS 2 sont présentés sur la Figure 4-8. La distinction
entre COM et COD est trés bien mise en évidence. La quantification des deux phases est envisageable
et ce, méme en choisissant un seul temps de contact. En effet, les noyaux **C impliqués dans COM et
COT sont tous de type acide carboxylique en interaction de type liaisons-H avec des molécules d’eau.
Si nécessaire, une courbe compléete a temps de contact variable pourrait étre enregistrée. L’avantage
de la RMN *C CP MAS par rapport a le DRX sur poudre est que cette derniére n’est pas sensible aux
phases désordonnées voire amorphes. Or, nous avons vu au cours du Chapitre 3 que la phase COM
pouvait &tre caractérisée par des spectres °C légérement différents, ces différences n’étant pas
clairement détectées par DRX.

iii. #CaMAS

Les calculs rénaux ont été broyés afin d’étre analysés par RMN a trés haut champ (20 T, 850 MHz,
fréquence MAS de 3 kHz). Les rotors utilisés ici ont un diamétre de 7 mm pour des raisons de
sensibilité évoquées dans le Chapitre 2.
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Figure 4-9 : Spectres *3Ca MAS des deux calculs rénaux, KS 1 et KS 2. Les spectres du COM (en rouge), du COD (en bleu) et
du COT (en vert) synthétiques sont présentés pour comparaison. Sonde MAS 7 mm, 850 MHz.

La Figure 4-9 présente les spectres “*Ca de KS 1 et KS 2. Contrairement aux spectres précédents
(*Het C), il est cette fois ci délicat de distinguer les contributions du COM et du COD. Les
résonances présentent une allure gaussienne, compatible avec les déplacements chimiques du COM
et du COD synthétiques. Cette allure gaussienne ne correspond pas a une distribution de parameétres
guadripolaires mais plutét a une légere distribution de déplacements chimiques. Colas et coll. [12]
ont montré a I'aide de calculs GIPAW (voir Chapitre 2) que 8i(**Ca).. était particulierement sensible
a de subtiles variations locales du polyédre de coordination de I'ion calcium. En conclusion, les
différents environnements chimiques ne sont pas clairement distingués par RMN **Ca MAS dans le
cas des KS.

Avant de clore ce paragraphe, nous revenons sur la contribution de Bowers et coll. [13] concernant la
caractérisation de calculs rénaux par RMN *Ca. La largeur de raie observée (~ 15 ppm, spectromeétre
900 MHz) est interprétée en terme de distributions d’environnements des atomes de calcium au
niveau d’une interface organique-inorganique (faisant intervenir des fonctions carboxyliques
organiques). Les largeurs de raie mesurées pour KS 1 et KS 2 sont beaucoup plus faibles ce qui tend a
démontrer que cette largeur de raie est porteuse d’informations structurales (certes difficiles a
déterminer). Bowers et coll. montrent également un décalage global de la raie **Ca du calcul rénal
par rapport aux phases de référence (COM, COD et COT) qu’ils attribuent de nouveau a la nature
hybride organique-inorganique de [Iarchitecture. Nous n’observons pas un tel effet. Nous
soupgonnons que le décalage observé par les auteurs soit di a une erreur de référence de I'axe “Ca,
celui-ci ayant été effectué a I'aide s’une solution aqueuse "saturée" de CaCl,, et non pas a l'aide
d’une solution de titre 1,0 mol.L™* [14].
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iv. 29Si et 27Al : 'exemple de KS 3

L’échantillon KS 3 est particulier a double titre. Tout d’abord, il contient une large part de matrice
organique (voir Figure 4-4 ci-dessus). De plus, il présente une quantité non négligeable de silice
amorphe (les praticiens hospitaliers parlent de silice "opaline"). La silice est trés bien mise en
évidence par RMN *Si MAS (Figure 4-10).

-70 -80 90 100 110 120 -130  -140
(ppm)

Figure 4-10 : Spectre si MAS du calcul rénal KS 3. La simulation du spectre fait intervenir des entités Q‘etQ®
(majoritaires) et Q’ (trés minoritaires). 7,0 T, 300 MHz. Rotation MAS : 5 kHz, sonde 7mm. Découplage {lH} de type
SPINAL-64 [15], [16]. Délai de relaxation : 600 s. NS = 248 (environ 41 heures).

Le spectre 2°Si MAS est facilement interprété en termes d’entitéss Q’, Q® et Q°
(Q% Si(OH),(0Si),, Q2 Si(OH)(0Si)s, Q*: Si(0Si), [17]). Ce spectre est effectivement comparable 3 celui
obtenu pour des opales naturelles [18]. Les temps de relaxation T;(*°Si) ont été mesurés pour les
unités (Q> + Q%) et Q* par saturation-récupération. Les courbes ont été simulées a l'aide
d’exponentielles étirées (stretched exponentials) comme suggéré par Stebbins et coll. dans des
travaux récents [19], [20]. A partir de la simulation des courbes, nous obtenons Q*/(Q’+Q’) = 86/14
alors qu’expérimentalement, ce rapport vaut 79/21. En d’autres termes, le délai de relaxation utilisé
ici (i.e. 600 s) n’est pas suffisant pour atteindre la relaxation des unités Q*. Nous avons été assez
étonnés par un tel résultat, qui démontre I'absence d’agents relaxants (comme par exemple des ions
paramagnétiques) au sein des sphéres de silice amorphe naturelle. Plusieurs calculs rénaux ont
donné de tels spectres 2°Si MAS. De fait, les échantillons proviennent de patients du Burkina Faso. On
soupgonne que l'origine de la silice « opaline » soit de type alimentaire : en effet, I'argile en petite
quantité fait partie intégrante de l'alimentation au Burkina Faso. Nous avons confirmé cette
hypothése en enregistrant un spectre Al MAS a partir de I’échantillon KS 3 (Figure 4-11). La
présence d’aluminium est avérée mais en tres faible quantité. En effet, le temps d’acquisition du
spectre est de 'ordre de ~ 12 heures.
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Figure 4-11 : Spectre %Al MAS du calcul rénal KS 3. Rotation MAS : 5 kHz, sonde 7mm. 7,0 T, 300 MHz. Temps
d’expérience : environ 12 heures. Les zones caractéristiques des atomes Al en coordinence 4 et 6 sont indiquées. Insert :
spectres d’un rotor vide en rotation et de I’échantillon KS 3 (2 heures). Ce test permet d’éliminer une contribution
potentielle du rotor dans le spectre de KS 3.

Une majorité de sites *’Al correspond a des atomes d’aluminium en coordinence 4 (ou
éventuellement 5) (6 = 55 ppm). Un signal beaucoup plus faible centré sur 6 = 0 ppm est
partiellement attribué 3 une contribution du rotor. Signalons qu’un tel spectre Al MAS a déja été
obtenu par Klinowski et coll. [21] dans le cas d’une « opale » d’origine végétale (1 a 2 % en poids en
aluminium). Pour conclure ce paragraphe, il est évident que la méthode QCPMG pourrait conduire a
une acquisition beaucoup plus rapide d’un tel spectre [22].

b) Etude par RMN de la matrice organique : échantillon KS 3

Dans cette section, nous focalisons notre attention sur I’étude par RMN *C de la matrice organique
présente dans les calculs rénaux (certains résultats par RMN 'H ont été présentés ci-dessus). Cette
matrice organique peut contenir des lipides, des triglycérides, des constituants membranaires, des
glycoprotéines (comme la protéine de Tamm-Horsfall) et des glycoaminoglycanes [4]. Afin de faciliter
la mise en place d’un protocole cohérent d’expériences, nous avons étudié I'échantillon le plus riche
en matrice organique, a savoir KS 3. Le but a été de proposer des expériences d’édition spectrale
permettant de sélectionner séparément les différents constituants de cette matrice et de
"reconstruire" le spectre *C CP MAS initial. Nous nous appuierons sur les résultats obtenus par RMN
3C 3 partir des phases synthétiques d’oxalate de calcium hydraté.
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Figure 4-12 : Spectres 3¢ du calcul rénal KS 3 (celui-ci contient une forte proportion de matrice organique). a) H - B¢

CP MAS avec un temps de contact court de 0,8 ms. b) 'H — C CP MAS avec un temps de contact long de 9,0 ms.
c) 'H — C INEPT MAS. lllustrations : protéines, oxalate de calcium monohydraté (COM) et acides gras.

Le spectre 'H — *C CP MAS de KS 3 obtenu a "court" temps de contact (tc = 0,8 ms) est présenté sur
la Figure 4-12a. Il s’agit d’'un spectre complexe comportant tout a la fois des résonances fines
(=170 ppm et dans la région 0—50 ppm environ) et des résonances beaucoup plus larges (= 175 ppm,
~ 50 ppm and = 25 ppm). Nous observons ainsi la totalité du contenu carboné de KS 3 (en excluant
bien sr d’éventuelles espéces totalement déprotonées). Un premier filtre de type Tlp(lH) est
effectué en augmentant (par un facteur ~ 10) le temps de contact, 1t (Figure 4-12b). Les parties
larges du spectre sont totalement sous-estimées et sont donc caractérisées par des valeurs de Tlp(lH)
faibles. Les 4 résonances de la phase COM sont bien mises en évidence. La phase COD est absente en
accord avec les expériences préliminaires de FTIR et de DRX sur poudre. Il est intéressant de noter
gue les bains de protons impliqués dans le transfert CP de la phase COM et des composantes larges
sont disjoints (du fait de valeurs de Tlp(lH) tres différentes). Cette remarque tend a prouver que les
deux composantes ne sont pas intimement « liées ». A ce stade, nous n’avons pas tenté de mettre
en place des expériences de spin diffusion ‘H-"H, ni de mesurer des tailles de domaine [23]. Enfin,
I'utilisation de la séquence 'H — 'C INEPT MAS (Figure 4-12c) permet de singulariser des
composantes mobiles pour lesquelles la partie isotrope du couplage “Jiu13c est dominante en
rotation MAS rapide. Les sites *C des acides gras évoqués ci-dessus dans le cadre de I'étude par la
séquence 'H—'H DQF COSY sont bien mis en évidence. Les insaturations correspondent a
8iso(3C) ~ 125 ppm. Une expérience 2D "H-"C INEPT MAS pourrait étre envisagée pour compléter les
attributions des résonances 'H et °C : elle n’a pas été tentée.

Finalement, le spectre initial de la Figure 4-12a peut étre reconstruit simplement a partir des
composantes suivantes : (i) la phase COM, en tenant compte des 4 résonances isotropes et des
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bandes de rotation (en vert sur le spectre), (ii) les acides gras caractérisés par des résonances tres
fines (en rouge), (iii) des protéines (dont nous ne pouvons pas spécifier la nature exacte) qui
correspondent a la composante (en bleue). Cette composante est tout a fait en accord avec les
données de RMN **C des protéines en phase solide (mais également en solution)[24].

c) Les phosphates de "trame" : étude par RMN 3'P MAS et CP MAS

Précédemment, nous avons observé sur la Figure 4-1 (échantillon KS 2) qu’une bande infrarouge
assez intense pouvait étre observée dans la région 1200-900 cm ™. Afin d’attribuer cette bande, nous
avons suggéré la présence de groupements phosphates. Lors de I'étude de KS 2 par DRX sur poudre
(Figure 4-3), aucun phosphate particulier (cristallisé) n’a été mis en évidence. Nous en déduisons que
la quantité de phosphates est faible ou qu’ils appartiennent a des composantes désordonnées.

La question des phosphates dits de "trame" nous a été posée par les cliniciens de I'hopital Tenon. La
présence de phosphates est depuis longtemps suggérée par I'observation détaillée de nombreux
spectres FTIR. Mais a ce jour, il est difficile d’en dire plus sur leur nature chimique exacte. Rappelons
que les groupements phosphates peuvent correspondre a: (i) des phases minérales comme
I’hydroxyapatite (HAp) substituée (voir Chapitre 1) ou d’autres phosphates de calcium tels que la
brushite, CaHPO,-2H,0 ou la struvite, NH,;MgPQO,:6H,0, (ii) a des phosphates organiques présents
dans les phospholipides (dans la membrane cellulaire), dans I’ADN et I’ARN, et dans I’ATP [25].

Dans leur article sur les calculs rénaux, Bak et coll. [5] utilisent la RMN *'P MAS et CP MAS afin de
mettre en évidence les phases minérales phosphatées. Curieusement, ils mettent en évidence une
certaine variabilité des déplacements chimiques isotropes *'P en fonction de I'échantillon étudié.
Ainsi, dans le cas de la struvite, 6i50(31P) peut varier entre ~ 5,5 et ~ 6,3 ppm.

Dans le cadre de l'étude des phosphates de "trame", il convient donc d’analyser plusieurs
échantillons par RMN *'P MAS et CP MAS (1D et 2D) pour tenter de valider (ou non) la présence de
phosphates et le cas échéant, de les identifier, y compris dans des calculs contenant majoritairement
les phases COM et/ou COD. Sachant que nous allons sans doute rencontrer des phases minoritaires,
le noyau *'P se préte bien & une telle étude compte tenu de sa forte sensibilité (abondance
naturelle : 100 %, y élevé). Les expériences MAS ont été effectuées a un découplage {H} haute
puissance de fagon a améliorer la résolution (expérience HPDEC). L’expérience 'H — *'P CP MAS est
utilisée ici pour mettre en évidence des connectivités spatiales entre noyaux 'H et *'P, et pour
minimiser les délais de relaxation (en général, T;(*H) < T:(*'P)). Un total de 9 échantillons a été
étudié. Pour tenter d’estimer la variabilité des phosphates de "trame", nous avons volontairement
choisi des calculs contenant le COM comme phase majoritaire. Ceci est bien démontré par DRX sur
poudre au centre de la Figure 4-13. Remarquons que la diffraction des rayons X n’est sensible qu’aux
domaines cristallins de taille suffisamment grande. On remarque que tous les pics de diffraction
peuvent étre attribués a une unique phase cristalline, le COM. Comme nous I'avons déja évoqué (voir
Chapitres 2 et 3), la RMN C est particulierement sensible & I'ordre local. Ceci est parfaitement
démontré a gauche de la Figure 4-13 : les deux spectres rendent compte d’un désordre (a I’échelle de
qguelques fractions de ppm !), par comparaison a un spectre de COM synthétique. On remarque de
plus que ce « désordre » nest pas identique entre KS 4 et KS 5. Les expériences °C CP MAS ont été
effectuées a fréquence de rotation faible (5 kHz) de fagon a ne pas induire de modifications
structurales in situ (voir Chapitre 3 partie 1 b).i.).
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Les spectres de RMN *'P sont présentés sur la partie droite de la Figure 4-13. Tout d’abord, on note
un rapport signal/bruit moyen pour un temps d’acquisition de I'ordre de 2 a 3 heures. Compte tenu
de la sensibilité du noyau *'P, ce résultat indique la présence d’une faible quantité globale de
phosphates dans KS 4 et KS 5. On observe également des différences nettes entre les signatures >'P
de KS 4 et KS 5. Cela démontre un avantage certain de la RMN en tant qu’outil analytique par rapport
a la spectroscopie FTIR et la DRX sur poudre. Il est noté que les spectres >'P de KS 5 sont quasiment
identiques a ceux de 7 autres échantillons (parmi les 9 étudiés ici).
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Figure 4-13 : Spectres B¢ et *'P de deux calculs rénaux, KS 4 et KS 5. A gauche : spectres '"H — c cP MAS de KS 4 et KS 5
(en noir) et de COM synthétique (en rouge) pour comparaison (RO =5 kHz). A droite : spectres *p HPDEC MAS (en bleu)
et 'H — *'P cP MAS (en vert) (RO = 30 kHz, temps de contact : 5 ms). Les diffractogrammes correspondants a KS 4 et KS 5
sont présentés au centre (en rouge : les données JCPDS du COM). Les spectres sont normalisés de facon a faciliter la
comparaison.

Globalement, la largeur des raies en RMN *'P est un indice attestant du probable désordre au sein de
ce(s) composé(s) phosphaté(s). Les observations principales sont les suivantes: (i) en RMN >'P
HPDEC, un signal large et centré sur ~ 0,0 ppm est observé dans les deux cas. On note en outre un pic
centré sur ~ 2,8 ppm représentatif du calcul KS 4 et qui pourrait étre attribué a une phase de type
apatitique sur la seule donnée du déplacement chimique isotrope *'P (nous verrons par la suite que
cette hypothése est peu probable), (i) en RMN 'H — *'P CP MAS, les résonances & ~ 0,0 et surtout
~ 4,6 ppm sont exacerbées (alors que la résonance a ~ 2,8 ppm (KS 4) ne l'est pas), (iii) des
résonances sont observées jusqu’a —10 ppm environ.

L'attribution des résonances est trés délicate ici sachant que nous ne disposons que de données de
RMN 1D. Néanmoins, la Figure 4-14, issue d’un article tres récent [26], peut nous donner des pistes
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de réflexion. Ce travail concerne I'analyse par RMN *'P (en solution) de phosphates présents en
milieu biologique.
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Figure 4-14 : Gammes de déplacements chimiques isotropes 3p, d’apres [26].

Les proximités "H—>'P n’étant pas établies, nous avons tenté d’analyser I’échantillon KS 4 par RMN 2D
'H — 3P HETCOR CP MAS (Figure 4-15). Le choix s’est porté vers KS 4 du fait de la présence des trois
résonances a 4,6 ; 2,7 ; 0,3 ppm en RMN *p CP MAS (voir Figure 4-13). Dans un premier temps, nous
avons utilisé le temps de contact le plus court possible (tep = 0,5 ms), de facon a favoriser les
connectivités proches entre noyaux 'H et *'P. A température ambiante (Figure 4-15a), le rapport
signal sur bruit reste faible malgré un temps d’acquisition conséquent (~ 5h). On remarque
néanmoins trois corrélations assez nettes: J.(*'P) = 4,6 ppm < d('H) = 8,7 ppm;
Siso(*'P) = 0,3 ppm > 8i5o(*H) = 5,0 ppm et Siso(*'P) = 0,3 ppm < 8iso('H) = 7,4 ppm.
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Figure 4-15 : Spectres 2D 'H — *'P HETCOR CP MAS du calcul rénal KS 4 a différents Tep-a)Tep=0,5ms;dl=3s;
RO = 12,5 kHz et T°’ambiante. b) T, = 5,0 ms ; d1=3s; RO =30 kHz et T = 253 K.
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Afin d’augmenter significativement le rapport signal/bruit de I'expérience, nous avons modifié
profondément les conditions expérimentales (Figure 4-15b). L'expérience a été conduite a trés haute
fréquence de rotation MAS (30 kHz) de facon & améliorer la résolution (en particulier sur la voie 'H)
et en régulant la température a 253 K. Le temps de contact a également été augmenté (tc = 5,0 ms).
(Le nombre d’incréments t; est largement augmenté par rapport a I'expérience présentée sur la
Figure 4-15a).

Les observations sont les suivantes. Il est clair désormais que la corrélation 8.,(**P) = 4,6 ppm <«
diso(*H) = 8,7 ppm est bien significative. Une attribution plausible est la présence de struvite,
NH,MgP0,-6H,0. En effet, des déplacements chimiques déblindés (en particulier pour NH,") sont
attendus dans ce cas. Bak et coll. [5] ont montré que la struvite issue des calculs rénaux présente une
certaine variabilité de &,,(*'P) (voir ci-dessus). Une corrélation 8,,(*'P) = 4,6 ppm <> diso(*H) = 5,7 ppm
(molécules d’eau) est également mise en évidence. La quantité de struvite est trés faible si I'on se
reporte au spectre 3'p MAS HPDEC.

La résonance a di(*'P) =0,3 ppm pourrait étre attribuée a des phosphates présents dans des
phospholipides, en présence de molécules d’eau (voir la corrélation sur la Figure 4-15b). En effet,
diso(*'P) pour de tels composés se situent dans la gamme ~ —1 & ~ 1 ppm. Néanmoins, peu de
corrélations sont observées avec des déplacements chimiques 'H inférieurs a 3 ppm, caractéristiques
des longues chaines alkyles des phospholipides. Nous optons donc pour des orthophosphates
minéraux. Nous complétons nos attributions (a I'état d’hypothéses (!)...) par : (i) 8io(*'P) = 2,8 ppm :
phosphate de calcium amorphe peu (ou pas) protoné (sous-estimé en polarisation croisée),
(i) 8:o(*'P) << 0,0 ppm : polyphosphates (voir Figure 4-14).

Cette toute derniere hypothése pourrait étre confirmée ou infirmée par la mise en ceuvre de la
séquence >'P INADEQUATE MAS [27], [28]. Celle-ci permet en effet d’établir une distinction nette
entre orthophosphates et pyro-/polyphosphates. Elle présente néanmoins I'inconvénient d’étre
relativement peu sensible : nous n’avons pas poursuivi dans cette voie.

d) "La" plague de Randall : un challenge spectroscopique

Nous avons noté ci-dessus que I'étude des phosphates de "trame" par RMN *'P était limitée, du fait
de la faible sensibilité des expériences. Notre but est ici de nous pencher sur les caractérisations
possibles (par RMN) d’une unique plaque de Randall (PR) (apatite carbonatée). Les dimensions
caractéristiques de la RP sont telles que la masse d’apatite correspondante est de I'ordre de 50 a
200 pg (!). Au jour d’aujourd’hui, des techniques de caractérisation beaucoup plus sensibles (comme
la fluorescence X et la microdiffraction des rayons X [29]) ont été mises en ceuvre. En ce qui concerne
la RMN, nous citons tout d’abord une remarque extraite de la conclusion d’un article de Reid et
coll. [4] :

"Unfortunately it is challenging to collect sufficient Randall’s plaque material in the mg to tens of mg
quantities necessary for >C{*'P} REDOR".

Outre le probleme intrinseque de sensibilité di a la faible masse de I’échantillon unique, il a été
évoqué plusieurs fois au cours de ce manuscrit, que I'hydroxyapatite peut étre substituée par
plusieurs cations et anions (dont les carbonates). Nous ajoutons ici que la plague de Randall est
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délicate a manier du fait de sa petite taille. Notre approche a été la suivante : dans un premier
temps, un clinicien de I’'hopital Tenon a sélectionné un calcul présentant une RP de "grande taille".

Figure 4-16 : Photo du calcul rénal non broyé associé a la plaque de Randall étudiée ; un rotor de 2,5 mm est placé a coté
pour comparaison.

Le calcul n’est pas tres volumineux en lui-méme (voir Figure 4-16), ce qui indique une croissance
limitée dans le temps de celui-ci. Caractérisé par FTIR, il est constitué majoritairement de COM. La RP
a alors été délicatement extraite du calcul. Nous avons décidé d’étudier la RP et le calcul sans les
broyer et en les centrant dans le rotor a I'aide d’inserts. La sonde compatible de plus faible diamétre
(ici 2,5 mm) a été utilisée, de facon a maximiser les caractéristiques RF du champ B; (les rotors de
diamétre 1,3 mm se sont avérés étre trop étroits pour les échantillons choisis). Des expériences 'H,
1p (1D et 2D) et C ont été tentées.
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Figure 4-17 : Spectres p MAS ; délai de relaxation : 60 s et 'H — *'p CP MAS délai de relaxation : 5 s et Tep=2msdu
calcul sans plaque de Randall (voir Figure 4-16), RO = 14 kHz. Sonde 2,5 mm. Fréquence de rotation : 14 kHz. En bas :
spectre 2D 'H — *'P HETCOR RMN MAS du calcul, Tcp = 10 ms et a sa droite : tranches extraites de I’'expérience HETCOR,

délai de relaxation : 2's, NS = 2800 et 32 incréments t;.
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Sur la Figure 4-17, nous présentons la comparaison entre la séquence de polarisation croisée et
d’acquisition directe, cette derniere permettant de mettre en évidence les phosphates dits de
« trame ». Ces phosphates de trame sont présents en tres faible quantité et sont donc sous-estimés
dans I'expérience P MAS. La majorité des phosphates du calcul semble issue d’apatite (~ 85 %
d’apres la déconvolution). Le spectre 2D associé permet de conforter notre idée d’un calcul composé
des deux types de phosphates (apatitiques trés majoritaires et de « trame »). On peut encore une
fois noter la différence de largeur entre les signaux ‘P de I'apatite bien « cristallisée » et les
phosphates désordonnés (y compris ceux de « trame »). Le temps expérimental est élevé, de I'ordre
de 53 heures.

Les spectres *'P MAS de la PR unique sont présentés sur le Figure 4-18. Globalement, le rapport
signal/bruit est correct mais les temps d’acquisition sont longs (a cause notamment du délai de
relaxation de 60 s)). Les spectres *'P MAS HPDEC et CP MAS présentent des largeurs de raie assez
différentes : le transfert CP '*H — *'P donne plus de poids relatif a des composantes larges [30], [31].

ilp

amorphous

« ordered »

31p CP MAS

31p MAS

20 10 0 -10
(ppem)

Figure 4-18 : Spectres *'p MAS ; délai de relaxation : 60 s et 'H — >'P CP MAS délai de relaxation : 3 s et Tep=2msdela
plaque de Randall, RO = 14 kHz. Une déconvolution permet d’estimer la partie amorphe et la partie cristalline.

Le déplacement chimique moyen (~ 3,2 ppm) est en accord avec la présence d’une phase apatitique
substituée. La décomposition du spectre *'P MAS (Figure 4-18) en deux composantes parait
raisonnable : 'une des résonances, large, est attribuée a une composante amorphe (ou trés
désordonnée) alors que la seconde est beaucoup plus fine. Nous attribuons cette derniere a une
composante beaucoup plus « ordonnée ». Malgré des temps d’acquisition tres longs (de 30 a
40 heures), des expériences 2D de type HETCOR ont pu étre obtenues pour deux temps de contact
différents (Figure 4-19). Le temps de contact a une influence notable sur les corrélations obtenues.
En particulier, la corrélation entre &,,(*'P) = 3,3 ppm < &.o(*H) = 0,0 ppm (hydroxyles de la structure
apatitique) est particulierement nette a long temps de contact. A tc, =10 ms, il semble que I'on
favorise le coeur « ordonné » de la PR (spectre en rouge en bas a droite de la Figure 4-19).
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Figure 4-19 : Spectres 2D 'H — 3P HETCOR CP MAS d’une plaque de Randall unique. Sonde 2,5 mm. Fréquence de
rotation : 14 kHz. En haut : T, = 2 ms et a sa droite, tranches extraites de I'expérience HETCOR, délai de relaxation:2s,
NS = 2800 et 20 incréments t;. En bas: T = 10 ms et a sa droite, tranches extraites de I’expérience HETCOR, délai de
relaxation : 2's, NS = 2800 et 24 incréments t;.

Dans les cartes 2D obtenues (Figure 4-19), des corrélations mettant en jeu des molécules d’eau
(~ 5-6 ppm) et des ions HPO,> (> ~ 10 ppm) sont mises en évidence [31], [32].

Les essais effectués par RMN *C CP MAS a partir de la plaque de Randall unigue se sont soldés par un
quasi-échec. Aprés plus de 43 heures d’acquisition sur un spectromeéetre 700 MHz, le rapport
signal/bruit reste trés faible (voir Figure 4-22 de la Partie 3 de ce Chapitre). Comme annoncé ci-
dessus par Reid et coll. au début de ce paragraphe, il est effectivement totalement impossible
d’envisager une expérience de type >C{?’P} REDOR en abondance naturelle *>C sur cet échantillon
biologique. Compte tenu de nos acquis concernant les composés apatitiques synthétiques (Chapitre 3
partie 2), nous avons exploré les possibilités offertes par le RMN DNP CP MAS.

En conclusion, calculs et plaque de Randall se prétent particulierement bien a une étude par RMN
multinucléaire (*H, ©C, *'P, *Ca) et multidimensionnelles, mettant en oceuvre des expériences
fondées sur l'interaction dipolaire hétéronucléaire et sur I'interaction de couplage J. En particulier,
les points suivants ont été abordés : (i) édition spectrale compléte des spectres *C CP MAS, (i) mise
en évidence et caractérisation détaillée des phosphates de « trame ». Ce dernier point sera sans
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doute d’intérét pour les cliniciens. Dans le cas d’une unique plaque de Randall (masse tres faible
d’échantillon), des problémes sérieux de sensibilité sont apparus lors des expériences >C CP MAS. De
tels problemes correspondent a la limite de sensibilité intrinseque des expériences de RMN standard
conduite a température ambiante et a 700 MHz. Dans la partie 4 de ce Chapitre, nous envisageons
|'utilisation de I"approche DNP CP MAS.

3. RMN DNP MAS : applications a I'étude des calculs rénaux et de la
plaque de Randall

La technique DNP CP MAS a basse température (100 K) est décrite brievement dans le Chapitre 2. Les
applications potentielles de la technique dans le cadre des phosphates et oxalates de calcium
synthétiques sont présentées dans le Chapitre 3. Dans cette section, nous tentons de pousser les
limites de la DNP CP MAS en vue d’étudier des assemblages biologiques complexes, de type
nanocomposite hybride, organique-inorganique. Dans un premier temps, nous allons utiliser le calcul
KS 3 comme composé de référence (voir Figure 4-12 ci-dessus). En effet, KS 3 est caractérisé par une
phase COM majoritaire et une fraction importante de matrice organique. Nous avons mis en place un
protocole d’édition spectrale efficace a I'aide de ce calcul particulier (voir paragraphe 2.b).). Nous
allons mettre en évidence les difficultés rencontrées dans le choix de la combinaison
solvant/biradical ("DNP juice"). Dans un deuxiéme temps, nous étendrons I'expérience DNP >'P et
3C CP MAS a I'étude d’une plaque de Randall unique.

a) KS 3 :un prototype pour les études par DNP CP MAS

Comme démontré précédemment, les calculs rénaux présentent la particularité d’étre hétérogenes
au niveau de leur composition et de leur architecture 3D. Cette hétérogénéité intrinseque pose
immédiatement le probleme du choix du solvant DNP, sachant que la compatibilité entre des
composantes minérales/organiques, hydrophiles/hydrophobes... ne sera pas nécessairement assurée
(il y a d’ailleurs peu de chance qu’un solvant puisse étre considéré comme "universel" de ce point de
vue la..). Il se pose a priori un autre probleme, lié a la "construction" dans l'espace du
nanocomposite : certaines composantes peuvent étre "insérées" dans d’autres et seront donc
beaucoup moins sensibles a I’effet DNP pour des raisons de distances trop élevées entre les noyaux
d’intérét et les premiers protons hyperpolarisés par les biradicaux (et ce, malgré I'’éventuel relai de la
diffusion de spins *H—"H — voir Chapitre 3 dans le cas de I'HAp substituée par des carbonates).
N’oublions pas qu’il a été démontré dans le passé que I'expérience DNP MAS était particulierement
sensible aux surfaces mises en jeu. Avant toute expérience de DNP, nous gardons a I'esprit
d’éventuels problemes de quantification relative des phases impliquées et la nature surfacique de
cette approche spectroscopique particuliere.

Du point de vue expérimental, nous avons suivi strictement le protocole décrit dans le Chapitre 3
partie 3 a). : broyage du calcul KS 3, imprégnation avec le mélange biradical/solvant choisi, utilisation
de rotors 3,2 mm en saphir, puis refroidissement rapide de I’'ensemble a 100 K dans le sonde DNP
MAS. N.B. : Globalement, les mémes masses, volumes et concentrations respectifs ont été utilisés.
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Figure 4-20 : Spectres 'H — *3C DNP CP MAS de I'échantillon KS 3. Les mélanges AMUpol/D,0/H,0 et TEKpol/d-TCE/TCE
ont été testés. T, = 2 ms et 9 ms. Le schéma d’une protéine indique la présence d’une forte proportion de matrice
organique. Pour TEKpol/d-TCE/TCE, délai de relaxation : 2,6 s ; pour T =2 ms, NS = 64 et pour e = 9 ms, NS = 1648.
Pour AMUpol H20, d1 =6,5s ; pour Tcp =2 ms NS = 192 et pour tcp =9 ms NS = 192,

Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 4-20 (a gauche). Dans le cas du mélange
AMUpol/D,0/H,0, on observe un effet DNP trés marqué en *C DNP CP MAS. La matrice organique
est clairement détectée et £(">C)on/orr ~ 28. Un autre fait remarquable est observé : a long temps de
contact (1 = 9 ms), les effets de Tlp(lH) sont beaucoup moins marqués qu’a température ambiante
(voir Figure 4-12). Nous avions déja fait une telle observation lors de la mise en place de I'expérience
*Ca DNP CP MAS (voir Chapitre 3 partie3 d).). Il est probable qu’a basse température, d’éventuelles
interférences destructives entre la valeur du champ RF, B;(*H) (en kHz), et des mouvements locaux
de fréquences caractéristiques comparables, soient largement minimisées. Il s’agit d’'un point positif
pour la sensibilité de I'expérience, mais qui est indépendant de I'effet DNP en lui-méme (il s’agit d’un
effet de température). Une analyse détaillée de la zone 160-180 ppm (Figure 4-20 a droite) est
révélatrice d’'un des problemes de I'approche DNP énoncé ci-dessus. Le signal est dominé par la
contribution des groupements carbonyles (~ 175 ppm) de la matrice organique. Les résonances de la
phase COM (situées a entre 167 et 169 ppm) sont a peine détectables, méme pour un temps de
contact long (tecp = 9 ms). Leur observation est néanmoins fiable car le rapport signal/bruit est trés
élevé et que nous possédons la signature spectroscopique du COM en DNP *C CP MAS. De fait, ce
résultat n’est guére surprenant. En effet, nous avons montré dans le Chapitre 3 partie 4 a). que la
combinaison AMUpol/D,0/H,0 n’était pas la plus adaptée (£(**C)onorr ~ 2) dans le cas des cristaux de
COM synthétiques. Nous avions également prouvé que le mélange TEKpol/d-TCE/TCE était beaucoup
plus efficace vis-a-vis de I'effet DNP (g(**C)onjorr ~ 22). La Figure 4-20 présente les spectres DNP *C
CP MAS (a deux temps de contact) de KS 3, en utilisant le mélange TEKpol/d-TCE/TCE. Une fois
encore, I'effet DNP est marqué au niveau de la matrice organique mais beaucoup moins que dans le
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cas AMUpol/D,0/H,0. En revanche, pour 1 =9 ms, les résonances du COM sont beaucoup plus
visibles (Figure 4-20, a droite). En d’autres termes, les groupements oxalates de la phase COM
semblent accessibles a I'effet DNP, a condition d’utiliser le solvant adéquat. De fait, il faut affiner
cette hypothése et dire qu’au moins une partie des oxalates est sensible a I’hyperpolarisation DNP.
Une étape supplémentaire dans la quantification des composantes minérales et organiques pourrait
étre franchie en comparant les résultats des Figure 4-12 et Figure 4-20, ainsi que la donnée d’un
spectre *C HPDEC MAS totalement relaxé de KS 3.

Dans le cas de l'utilisation du TCE, nous mentionnons enfin la présence d’un pic trés intense a
74 ppm qui correspond au solvant. Ce point peut étre ennuyeux car ce pic intense peut masquer des
résonances d’intérét (c’est le cas pour I'échantillon KS 3) (carbones des glucides des
glycosaminoglycanes a ~ 76 ppm [4], par exemple).

b) Etude d’une unigue plague de Randall par RMN DNP CP MAS.

Nous allons conclure ce Chapitre par la présentation des résultats de la caractérisation d’'une unique
plague de Randall par DNP CP MAS (*'P et C). Nous avons étudié la méme plaque que celle
précédemment décrite et étudiée par des techniques standard de RMN (voir Partie 2 d). de ce
Chapitre). Cette fois, la plague a été immergée (sans broyage) dans un mélange AMUpol/D,0/H,0
(présenté ci-dessus), qui nous est apparu cohérent compte tenu de la nature apatitique de la plaque
(voir Figure 4-21).

\ msssmmm) shapire rotor + CaF,’

one plaque + {AMUpol in D,0/H,0 (9:1)}

*D. I. Kubicki et al., J. Am. Chem. Soc., 2014,

Figure 4-21 : Préparation des expériences DNP CP MAS dans le cas d’une unique plaque de Randall. Le choix de CaF, est
motivé par les résultats de Kubicki et coll. [33].

Bien sdr, il s’agit d’une expérience qui ne pourra pas étre ni répétée, ni ré-optimisée ! Dans un sens,
nous avons confiance dans les résultats obtenus précédemment dans le cadre de I’étude par DNP des
apatites substituées synthétiques. Une fois immergée dans la solution, on observe un gonflement
assez important de la RP. Celle-ci est laissée a reposer une dizaine de minutes. Elle est ensuite
récupérée (par centrifugation douce) et centrée dans un rotor en saphir de 3,2 mm. Au-dessus et en
dessous de la plaque, le rotor a été rempli a I'aide d’un sel non soluble dans I’eau, CaF,. Ce choix tres
particulier a été orienté par un travail récent de Kubicki et coll. montrant que certains sels étaient
capables, d’une certaine maniere, de "concentrer" le rayonnement microonde a I'intérieur du rotor
(diffusion, diffraction et amplification du champ microonde dans I’échantillon) [33]. Nous notons a ce
stade que le coefficient de remplissage de la bobine est loin d’étre optimal : celui-ci pourrait étre
optimisé via I'utilisation d’une microbobine [34]. La suite du protocole expérimental est identique a
celui présenté dans la partie 3 a).
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Figure 4-22 : Spectre DNP '"H — c cP MAS de KS 3 comparé au spectre 'H - c cP MAS classique de KS 3 obtenu par
RMN standard (température ambiante, 700 MHz).

Les résultats des expériences *C DNP CP MAS sont présentés sur la Figure 4-22. Tout d’abord, nous
remarquons qu’un effet DNP est parfaitement mesurable ! Un spectre acceptable est obtenu en
15 minutes. En 3 heures (voire moins...), le signal est suffisamment important pour envisager des
expériences 2D 'H — *C ou *C {*'P} REDOR (voir la remarque de Reid et coll. ci-dessus). Dans ce cas,
nous avons pu estimer un ASR [35], car nous avons enregistré un spectre >C par RMN standard
(température ambiante, 700 MHz, 43 heures) : ASR (Absolute Sensitive Ratio) ~ 23, ce qui implique
un gain en temps expérimental de I'ordre de ~ 530! L'attribution correspond a une matrice
organique comparable a celle observée précédemment. Il est difficile de distinguer les carbonates
éventuellement présents au sein de la plaque (ceux-ci étant en substitutions des sites A et/ou B).
Leurs déplacements chimiques sont en effet trés proches de ceux des groupements carbonyles de la
matrice organique (voir Figure 4-23). En revanche, ceux-ci pourraient étre caractérisés par “C{*'P}
DNP CP REDOR MAS (nous n’avons pas eu le temps d’effectuer cette expérience). De méme, il est
tres difficile de mettre en évidence une faible quantité éventuelle d’oxalates de calcium. Enfin, une
discussion avec le Pr M. Duer nous a conduits a nous poser la question de la présence éventuelle de
fragments d’ADN provenant de I'endommagement des cellules au moment de la croissance de la RP.
L’ADN est caractérisé par un pic °C trés intense localisé 3 ~ 85 ppm. Comme noté précédemment, les
effets de Tlp(lH) sont beaucoup moins prononcés qu’a température ambiante (Figure 4-23, tcp = 2 et
9 ms).
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Figure 4-23 : Spectres 'H — >C et 'H — *'P DNP CP MAS d’une plaque de Randall unique. AMUpol/D,0/H,0 (9/1). Les
expériences 3C DNP CP MAS ont été réalisées 3 deux temps de contacts différents : T, = 9 ms (en noir) et T, =2 ms (en
vert). Les spectres en rouge permettent des comparaisons : spectre 'H — *C DNP CP MAS de CHAp synthétique (non
enrichie en 13C) (Tcp = 9 ms), spectre 'H — *'P DNP CP MAS de CHAp synthétique (voir Chapitre 3).

La mesure de 8(31P)0N/0F|: conduit a ~ 5 pour tcp = 7 ms (Figure 4-23). Cette valeur peut paraitre faible,
comparée a celle obtenue (~ 25) dans le cas de nanoparticules d’apatites substituées (voir
Chapitre 3, partie 3). Il faut rappeler ici que les particules d’'HAp sont beaucoup plus volumineuses —
de taille ~500 nm a 1 um (voir Chapitre 1). L’expérience est dans ce cas sensible a la surface des
particules d’apatite. On note également que la largeur de raie P DNP CP MAS est beaucoup plus
large que dans le cas de CHAp. Ceci rend compte d’'un désordre particulierement important en
surface des particules. Cette hypothése a été confirmée par une expérience 2D de type 'H — >'P
HETCOR (Figure 4-24). En 7 heures environ, une carte 2D tout a fait exploitable est obtenue. Nous
confirmons qu’il est donc possible d’étudier une plague de Randall unique par DNP bidimensionnelle.
De plus, en analysant de maniére détaillée les tranches correspondant aux résonances OH™, H,0 et
HPO,>, nous remarquons que les largeurs de raie sont comparables, preuve du désordre local.
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Figure 4-24 : Spectre 2D *H— >'P DNP HETCOR CP MAS de la plaque Randall. Délai de relaxation : 12's, T, = 7 ms, NS = 16
et incréments t; = 128. Découplage FSLG durant I’évolution 'Hen t;.

Enfin, nous présentons sur la Figure 4-25, les expériences DNP CP MAS relatives au calcul rénal issu
de la plaque de Randall étudiée précédemment. La préparation de I'échantillon est strictement
analogue a celle de la RP associée. Il s’agit d’un calcul de petite taille (voir Figure 4-16) qui a été
broyé délicatement.

Le contenu carboné est bien caractérisé : une phase cristallisée de COM (4 résonances résolues) et
une composante trés minoritaire de matrice organique: massifs a ~ 175, 50 et 30 ppm
(e(™C)onjore ~ 8). Il est possible d’affirmer que la quantité de matrice organique est trés faible. De fait,
nous avons utilisé le mélange AMUpol/D,0/H,0 (90/10) qui favorise I'observation par DNP de cette
composante (voir Figure 4-20). Le spectre *'P DNP CP MAS est compatible avec la présence d’apatite
et de phosphates de "trame" tels que ceux caractérisés sur la Figure 4-17 de ce Chapitre
(e(**P)onjorr ~ 4,5). Notons qu’un tel spectre est obtenu en seulement 3 minutes.
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Figure 4-25 : Spectres 'H — c et "H — >'P DNP CP MAS du calcul rénal associé 2 la plaque de Randall présentée sur la
Figure 4-21. AMUpol/D,0/H,0 (9/1). Les expériences 'H — '3C DNP CP MAS ont été réalisées a deux temps de contacts
différents : T, = 8 ms (en noir) et T, = 2 ms (en rouge).

L'approche DNP CP MAS peut manifestement étre étendue a I'étude des KS et de la plaque de
Randall (unique). Les questions soulevées, telles que I'impact de I'hétérogénéité de composition et
de structure sur I'effet DNP observé, sont généralisables a toute étude de nano-(bio)-composites
d’origine naturelle. Les résultats préliminaires obtenus ici sont de bon augure pour une

généralisation de I'approche DNP CP MAS dans le domaine des phosphates et oxalates de calcium.

4. Conclusion

Ce chapitre fait suite aux résultats obtenus dans le cadre de I'étude des phases synthétiques
d’oxalates et de phosphates de calcium. Il était volontairement exploratoire, en particulier dans
I"application de la DNP CP MAS a la caractérisation des calculs rénaux et de la plaque de Randall. Bien
gue préliminaires, les résultats et observations présentés dans ce Chapitre sont encourageants et ont
soulevés un certain nombre de questions d’intérét pour une approche plus systématique dans un
futur proche.

Dans un premier temps, nous avons démontré que I'utilisation de techniques d’édition spectrale en
RMN *C permettait de dresser un panorama complet du contenu carboné d’un calcul rénal
(organique et inorganique). Lorsque les phases organiques et inorganiques sont "disjointes", des
variations fortes de Tlp(lH) sont mises en évidence par RMN *C CP MAS. Au-dela de cette

observation, il serait intéressant de pousser I'étude d’éventuelles interfaces organiques-inorganiques
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en mettant en jeu des expériences de diffusion de spin *H—"H. L’utilisation conjointe des expériences
fondées sur linteraction dipolaire hétéronucléaire 'H-C et Yy de couplage indirect
(composante isotrope en rotation MAS rapide) a permis de distinguer trés clairement les
composantes "rigides" et "mobiles" de la matrice organique permettant une reconstruction complete
et fiable du spectre *C CP MAS initial.

Nous avions fondé de grands espoirs dans I'expérience 'H CRAMPS du fait de sa trés grande
sensibilité et de la relative simplicité de sa mise en ceuvre. De fait, I'utilisation de la séquence
DUMBO a permis d’améliorer grandement la résolution par rapport a la rotation rapide MAS.
Néanmoins, il est assez difficile de proposer des simulations non ambigiies des spectres 'H des
calculs rénaux du fait de la présence des résonances de la matrice organique. Nous pensons qu’a
ultra haut champ magnétique (1 GHz), un gain en résolution supplémentaire permettrait
d’interpréter complétement les spectres.

La RMN *Ca MAS a ultra haut champ magnétique (850 MHz) est tout a fait envisageable en utilisant
des rotors de grand diameétre (7 mm généralement). Les spectres nécessitent néanmoins plusieurs
heures d’accumulation. Un soin particulier doit étre apporté a la calibration de I’échelle de
déplacements chimiques **Ca. L’utilisation de solutions aqueuses "saturées" de CaCl, conduit & des
résultats erronés.

La mise en ceuvre de la technique DNP CP MAS est trés prometteuse, en particulier dans le cas
particulier de la plaque de Randall. A la vue de la sensibilité obtenue en **C et *'P, des expériences 2D
sont envisageables et devraient permettre d’aller encore plus dans la compréhension de la structure
détaillée de celle-ci. Des points particuliers ont émergé : ils correspondent a plusieurs défis que nous
aborderons dans un futur proche. Tout d’abord, le caractére multi-composant des calculs est une
difficulté certaine, sachant que le solvant DNP a une affinité plus ou moins marquée pour les
différentes composantes. A I'avenir, il est apparait nécessaire d’anticiper I'affinité des surfaces avec
le « DNP juice » considéré. On pourra par exemple s’inspirer de travaux théoriques concernant la
modélisation moléculaire ab initio des surfaces et I'évaluation de I'affinité chimique d’un couple
{surface + solvant} donné. Il est important de garder également en mémoire que des phases sous-
estimées par DNP peuvent étre localisées a des distances importantes de la source
d’hyperpolarisation.

Enfin, le cas de la RP pose un probleme d’un autre ordre. Dans ce cas, la bobine correspondant a un
rotor de 3,2 mm n’est clairement pas optimisée en termes de coefficient de remplissage. Néanmoins,
les résultats obtenus sont originaux, tant en *C qu’en *!P. Nous sommes convaincus que I'utilisation
de microbobines (comme dans I'expérience MACS — Magic Angle Coil Spinning [36]), en combinaison
avec I'effet DNP, permettra d’apporter des réponses originales et efficaces a cette question.
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Chapitre 5: Vers des synthéses en lien avec les conditions
physiologiques responsables des calcifications
pathologiques

1. Etude de quelques chélatants de I'ion calcium

Lors de la formation de calculs rénaux, plusieurs types de molécules et de macromolécules
(protéines, triglycérides...) peuvent s’intercaler entre les phases minérales (oxalates de calcium
hydratés: COM, COD, et beaucoup plus rarement, COT — phosphates de calcium comme
I’hydroxyapatite, ou autres comme la struvite... voir Chapitre 1). De telles molécules peuvent
indéniablement jouer un réle physico-chimique, en particulier au niveau de la croissance des phases
minérales. Nous proposons dans cette partie I'’étude de quelques molécules chélatantes du calcium
pouvant étre impliquées dans des changements structuraux. Il a été montré ([1], [2]) que des entités
telles que I'ion citrate (C¢HsNazO5) ou I'EDTA (CyoH16N,0g) permettent une transformation de la phase
COM en COD, en plus d’étre des inhibiteurs a sa formation. Dans une premiére partie, nous
montrerons l'effet de I'ajout de citrates sur: (i) la composition, (ii) la morphologie et, (iii) la
cristallinité des oxalates de calcium formés. Une seconde partie sera consacrée a |'ajout d’extraits de
thé vert. En effet, ce dernier est reconnu pour avoir un effet notable sur la morphologie de certains
calculs rénaux [3], [4]. Nous développerons deux approches quant a l'influence des chélatants
potentiels : (i) I'addition lors de la synthese et, (ii) I'addition post-synthése (c’est a dire sur des
cristaux déja formés). Dans le cas de cette derniére approche (point (ii)), il faudra dans un premier
temps synthétiser des cristaux de suffisamment grande taille afin d’étudier I'effet des chélatants sur
la morphologie (et ce, sans les détruire complétement). Pour ce faire, nous aborderons la croissance
d’oxalates de calcium dans différents gels et montrerons par la-méme l'influence du milieu de
croissance sur la morphologie des cristaux.

a) Synthéses en gel

Les expériences de croissance en gel ont été initiées afin d’obtenir des cristaux d’oxalates de calcium
de taille importante (de I'ordre de 200 a 300 um, voire plus). Nous avons rapidement constaté que
les morphologies observées par MEB étaient significatives d’affinités particulieres entre les cristaux
obtenus et les gels mis en jeu. D’un point de vue de la composition chimique, les gels suivants ont été
utilisés : agar-agar, gélatine de type A et gel de silice. La densité des gels a été considérée comme un
parametre variable (de 0,5 a 10 % en masse).
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Evolution cacl, Na,C,0,

130 mm dans le temps
_—

Zone de formation de
cristaux de CaOX

Figure 5-1 : Schéma de synthéses en gel. Le cas présenté, sur le schéma comme sur la photo, correspond a une
steechiométrie Ca/Ox = 1 ou les cristaux se forment au milieu du tube en U dans un gel d’agar-agar.

i Nature chimique des gels

Au cours des expériences, nous avons utilisé trois gels distincts, et pour différentes densités :

e |'agar-agar (0,5 et 1,0 % en masse) (voir Figure 5-1)

OH OH o
0
OH
11O 0 [
OH HO
n

Figure 5-2 : Formule de I’agar-agar.

De la poudre d’agar-agar commerciale (Sigma) a été utilisée pour la fabrication du gel. Pour un gel a
0,5 % en masse, 0,150 g de poudre a été ajoutée a 30 mL d’eau (portée a ébullition). Ce mélange est
ensuite placé dans un tube en U et mis a 4°C pendant une nuit.

e |agélatine de type A(1,0;2,0;5,0 et 10,0 % en masse)

La gélatine est un mélange complexe de protéines solubles dans I'eau, issues du collagéne. Nous
utilisons la gélatine commerciale (Sigma) de type A, issue de la peau de porc. Pour fabriquer un gel a
2,0 % en masse, 1,400 g de la gélatine commerciale (Sigma) est mélangée a 70 ml d’eau chauffée a
60°C. Le mélange est ensuite placé dans un tube en U et mis a 4°C pendant une nuit. Le pourcentage
massique de gélatine introduit a une influence notable sur la "force" du gel ainsi synthétisé et donc
sur I'enchevétrement polymérique relatif au réseau.

o |e gel desilice (~ 40 % en masse)

Le gel a été préparé a partir de métasilicate de sodium pentahydraté (Sigma-Aldrich). 19,45 g ont été
dilués dans 45 mL d’eau. Une solution d’acide acétique (3 M) est alors ajoutée a la solution de
silicates préparée au préalable de fagon a atteindre un pH = 5,5. On place environ 30 mL du mélange
ainsi obtenu dans un tube en U puis on laisse au repos pendant une journée a température

208



ambiante. La manipulation effectuée ici a été adaptée du travail de Joshi et coll. [5]. Notons toutefois
que les cristaux analysés dans cette publication ne correspondent pas a la phase COM (comme
annoncé) mais a un hydrogéno-oxalate de sodium monohydraté, de formule NaHC,04-H,0. Cette
phase a été complétement caractérisée par DRX et par RMN (*H, **C, 2Na) en phase solide (voir
Chapitre 3 partie 1 b) ii.).

il. Protocole de synthéses

A chaque extrémité d’un tube en U contenant le gel considéré, 10 ml d’un précurseur de calcium ou
d’oxalate ont été placés : il s’agit de CaCl, pour le calcium et Na,C,0, pour I'oxalate (une synthese a
également été conduite avec H,C,0, afin de reproduite la synthése effectuée par Joshi et coll. [5]).
Les tubes en U ont ensuite été maintenus a température ambiante. Par diffusion lente, les
précurseurs se rencontrent dans la partie basse des tubes conduisant a la cristallisation des phases
minérales. Les cristaux ont été récupérés de 4 a 6 semaines aprés le début de la synthése. Les
concentrations choisies initialement ont été volontairement portées a [Ca®'] = [C,0,7] = 0,1 mol.L™.
Une synthése en présence d’un excés de calcium a également été effectuée a titre de comparaison
([Ca2+] = 1,0 ou 2,0 mol.L"! et [C,0,%] = 0,1 mol.L™. Les cristaux obtenus sont alors lavés a I'eau et a
I’éthanol puis analysés par FTIR, RMN et MEB. L’analyse par DRX n’a pas été envisagée afin de ne pas
détruire les cristaux par broyage. La récupération des cristaux a été une étape importante et a été
adaptée en fonction du type de gel utilisé. Ainsi, dans le cas de l'agar-agar, la zone de forte
cristallisation a été extraite puis immergée dans de I'eau portée a environ 90°C. Une filtration a
chaud a directement été effectuée a la suite. Dans le cas de la gélatine de type A, le tube en U a été
chauffé au bain-marie puis une filtration sous vide a été effectuée. Pour le gel de silice, la zone
d’intérét a été extraite puis le gel a été laissé a I'air libre. Apres quelques jours, un gel sec est obtenu
sous forme de poudre et les cristaux ont été triés. Expérimentalement, la gélatine de type A s’est
avérée étre I'option la plus simple dans le cadre de notre étude. La récolte des cristaux dans les deux
autres milieux de synthése n’a pas toujours permis d’obtenir des cristaux totalement exempts de
traces de gel. Entre 0,025 g et 0,060 g de cristaux sont classiquement récoltés lors des ces
expériences.

A la suite de ces expériences préliminaires, I'extrait de thé vert a été ajouté avec I'un ou l'autre des
précurseurs mais également dans le gel. A noter que toutes les expériences ont été conduites avec le
méme échantillon commercial de feuilles de thé vert.

iil. Morphologies obtenues

De par leur nature, les différents gels utilisés ne vont pas interagir identiquement vis-a-vis des
solutions de précurseurs. Dans les trois situations présentées ici (agar-agar, gélatine de type A, gel de
silice), les cristaux obtenus sont de taille micrométrique (entre 20 et 300 um).
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Gel de silice

Figure 5-3 : Images MEB des cristaux obtenus par croissance en gel. a) cristaux obtenus dans I’agar-agar (0,5 % en masse).
Des cristaux de COD sont soulignés en bleu. b) cristaux obtenus dans la gélatine (1,0 % en masse). c) cristaux obtenus
dans un gel de silice (40 % en masse).

La Figure 5-3 permet de comparer les morphologies obtenues dans différents gels pour des
conditions initiales identiques ([Ca**] = [C,0,”] = 0,100 mol.L™). Dans les trois cas, nous obtenons des
cristaux d’oxalates de calcium de I'ordre de 100 um. Dans I'agar-agar (0,5 %), on remarque une
hétérogénéité au niveau des cristaux obtenus (Figure 5-3a). On peut en effet observer des cristaux
bipyramidaux (en bleu) clairement associés a une morphologie caractéristique du COD (voir
Chapitre 1). En ce qui concerne le COM, deux types de morphologies sont mis en évidence : (i) des
cristaux en forme de "pince a linge" (déja observés lors des synthéses en goutte a goutte — voir
Chapitre 1) et (ii) des cristaux en forme de "pelotes" (fleches blanches sur la Figure 5-3a). Dans le cas
particulier de la synthése en milieu agar-agar, les cristaux obtenus sont de tailles beaucoup plus
importantes (par rapport aux synthéses en goutte a goutte). D’apres les travaux de Backov et coll.
[6], ces assemblages peuvent étre attribués a un phénomene de croissance homo-épitaxiale sur la
face (100) des cristaux. Le schéma en bas de la Figure 5-3a propose un mécanisme de formation pour
ces cristaux. D’une certaine maniere, nous sommes en présence de morphologies comparables a

celles rencontrés lors de I'analyse de certaines calcifications pathologiques (voir Figure 5-4).
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Figure 5-4 : Image MEB d'un calcul rénal d'un patient souffrant d'hyperoxalurie primaire de type 1. D’apres [7].

Ce type d’agglomération de cristaux en épitaxie, qui forme des « pelotes» est typique
d’hyperoxalurie primaire de type 1, une maladie génétique [7]. La croissance épitaxiale de cette
phase de COM est probablement induite par une ou plusieurs macromolécules typiques de la
maladie en question (hyperoxalurie primaire de type 1). Ces macromolécules semblent entrainer un
désordre dans le réseau cristallin qui induit la croissance épitaxiale.

En ce qui concerne la synthese dans la gélatine de type A (1,0 % en masse) (Figure 5-3b), les cristaux
sont plus homogénes en ce qui concerne leur morphologie. Celle-ci est classique et caractéristique
du COM (« pince a linge »). On peut noter toutefois quelques croissances épitaxiales. La Figure 5-3c
montre les cristaux synthétisés dans le gel de silice (40 % en masse). On retrouve une fois encore des
cristaux de COM bien identifiés. Néanmoins, ceux-ci présentent une morphologie particuliere,
allongée et concave sur la face (100). Les résultats obtenus étant donc différents d’un gel a l'autre,
nous avons entrepris une étude de l'influence de la densité des gels. Sachant que la gélatine est
facilement manipulable (voir ci-dessus), nous avons choisi d’étudier I'effet de la densité dans le cas
de ce gel en particulier.

Gélatinel % Gélatine2 % Gélatine5 % Gélatine 10 %

Figure 5-5 : Images MEB de cristaux de COM synthétisés dans la gélatine de type A a différentes densités. a) 1,0 %. b)
2,0 %. ¢) 5,0 %. d) 10,0 %.

Les conditions initiales de synthéses des cristaux présentés sur la Figure 5-5 sont identiques a celles
mises en jeu dans le cas des cristaux présentés sur la Figure 5-3. Cependant, les cristaux synthétisés
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dans la gélatine de type Aa 2,0 ; 5,0 et 10,0 % (Figure 5-5b, 5c et 5d) ont été récoltés deux semaines
apres ceux présentés sur la Figure 5-5a (gélatine a 1,0 %). On observe des tailles équivalentes pour
les cristaux. Plus le % en masse augmente, plus la croissance hétérogéne semble également
importante. On note également une "rugosité" au niveau des faces cristallines (voir en particulier la
Figure 5-5b). On considére ces cristaux comme des mésocristaux décrits par Colfen et coll. [8].
Nindiyasari et coll. avancent une explication a ce phénomene dans une récente publication, dans le
cas de la croissance de carbonate de calcium en présence de gélatine [9]. En effet, les auteurs
supposent que la densité du gel change la diffusivité des solutions et donc localement les conditions
physicochimiques pour la croissance des cristaux. On passe donc d’une cristallisation classique
couche par couche a la formation de mésocristaux en augmentant la densité du gel. La probabilité
d’incorporation de la matrice dans les cristaux augmente également ce qui multiplie les décalages
dans I'assemblage des sous-unités. Ces phénomenes expliquent en partie les morphologies plus
complexes obtenues a plus grande densité de gel.

Aprés avoir obtenu des cristaux de COM de grande taille, nous avons tenté d’étendre I'approche a la
synthése de cristaux de COD. En s’inspirant des conditions physiologiques permettant |'obtention de
COD (cf hypercalciurie, voir Chapitre 1), il a été décidé d’augmenter la concentration en ions Ca**
dans la solution précurseur. La solution d’oxalates n’est pas modifiée (i.e. [C,0,°]1=0,100 mol.L et la
concentration de la solution d’ions calcium est portée a [Ca®] = 2,000 mol.L™). Le gel utilisé est |a
gélatine de type A a 2,0 et 10,0 % en masse. Les cristaux sont récoltés 6 semaines aprés le début de
la synthése. La quantité de cristaux récoltés est alors 4 fois supérieure a celle obtenue lors de la
synthése en concentration plus faible en Ca** (0,12 g dans ce cas-ci). Ces derniers ne se forment plus
a équidistance des deux solutions (c’est-a-dire dans le bas du tube en U) mais du c6té de la solution

d’oxalates, les ions Ca®* ayant manifestement migrés plus rapidement.

Figure 5-6 : Images MEB de cristaux de COM synthétisés en exces d’ions calcium dans la gélatine de type A pour
différents % en masse. a) 2,0 %. b) 10,0 %.

La densité du gel joue un rdle sur la croissance hétérogene. Outre la taille des cristaux, qui semble
plus importante pour le gel le moins concentré (environ 100 um, Figure 5-6a et environ 50 um,
Figure 5-6b), la morphologie évolue également, les cristaux obtenus correspondent a la phase COM,
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et non pas a la phase COD, comme attendu. On remarque une croissance épitaxiale plus caractérisée
dans le gel le plus concentré. Les cristaux de COM qui croissent sur les faces (100) ont des tailles
d’environ 10 um (fleches blanches sur la Figure 5-6b). On observe également quelques cristaux
présentant une croissance sur les faces (010) (Figure 5-6 b, derniére image). L'information la plus
importante a retenir ici est I’échec a synthétiser des cristaux de COD de grande taille. Sans effectuer
un plan d’expériences (analyses multivariables) prenant en compte les parametres de synthese pour
le COD, il semble difficile de converger vers des conditions de synthese satisfaisantes. C'est pourquoi,
comme nous le verrons dans la suite, nous avons essayé d’incorporer aux gels (ou aux solutions de
départ) des agents chélatants des ions calcium — voir paragraphes 1.b).i et 1.b).iii.

iv. Analyses par FTIR et RMN 13C CP MAS

A la suite de I’étude de la morphologie des cristaux, nous avons ensuite rapidement analysés ceux-ci
par spectroscopies FTIR et RMN (C CP MAS). Bien que les morphologies observées par MEB
permettent de caractériser les phases majoritaires (comme étant COM ou éventuellement COD selon
la synthese), il nous est apparu important d’aller plus avant dans la caractérisation de celles-ci via
I’enregistrement de signatures spectroscopiques.
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Figure 5-7 : Spectres RMN 3¢ CP MAS des cristaux d’oxalates de calcium synthétisés en tube en U. En haut : dans la
gélatine de type A, en bas : dans I'agar-agar. RO : fréquence de rotation MAS (kHz). Les fréquences de rotation sont
maintenues a des valeurs faibles de fagon a ne pas induire de modifications structurales (voir Chapitre 3). T¢p : temps de
contact (ms). Les spectres représentés en bleu correspondent a une synthése en présence d’excés de calcium
(hypercalciurie) alors que les spectres représentés en orange correspondent a une synthése dans un rapport
stoechiométrique. Les zones indiquées en vert sur les spectres 3C CP MAS et FTIR soulignent la présence d’une certaine
quantité résiduelle de gel. Le spectre en noir (en bas a droite) est issu de [10] et correspond a I’agarose.
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La Figure 5-7 permet de comparer quatre types de syntheéses (gel a base d’agar-agar ou de gélatine
de type A; conditions d’hypercalciurie ou non). Comme décrit ci-dessus, ce gel étant difficile a
séparer des cristaux, on remarque une certaine contamination résiduelle. Les signaux observés par
FTIR (entre 1220 et 980 cm™) et les pics observés par RMN *3C CP MAS (entre 30 et 100 ppm) - mis en
évidence en vert sur la Figure 5-7, permettent de caractériser les molécules d’agar-agar. Dans le cas
de la gélatine de type A, aucun signal attribué au gel n’est détectable, que ce soit par FTIR ou par
RMN C CP MAS. Pour les quatre synthéses présentées sur la Figure 5-7, la phase COM est
clairement mise en évidence (voir Chapitre 1). En condition stoechiométrique (Ca/Ox = 1/1), les
spectres *C CP MAS sont compatibles avec la structure cristallographique du COM, de groupe
d’espace P2,/n, présentant quatre sites °C inéquivalents dans I'unité asymétrique. On remarque que
dans le cas de la gélatine de type A, le spectre °C CP MAS est quelque peu distordu : nous attribuons
ces distorsions a des distributions de déplacement chimique — voire a la présence d’'une composante
moins bien cristallisée (voir Chapitre 3 partie 1 a) ii.). Cette observation est particulierement nette
dans le cas des cristaux obtenus en condition d’hypercalciurie. Des raies de résonance beaucoup plus
larges sont alors mises en évidence.

b) Role des citrates

NaO 4o

Figure 5-8 : Formule du citrate de sodium dihydraté (schéma du catalogue Sigma-Aldrich).

Les ions citrates sont reconnus comme étant des chélatants des cations Ca**. D’aprés de nombreux
travaux [1], [11], [12], les citrates jouent un roéle d’inhibiteur de la formation du COM (mais
également de I'hydroxyapatite, HAp). Les citrates ont également une influence certaine sur la
morphologie des cristaux de COM, présentant une affinité particuliére pour certaines faces : (-101) et
(010) [13]. Du fait de I'inhibition renforcée de ces faces, la croissance est amenée a se poursuivre
dans d’autres directions. D’un point de vue physiologique et clinique, I'hypocitraturie semble étre un
facteur aggravant de la lithiase urinaire [14]. Dans le rein, la charge filtrée de citrates est de
17 £+ 5 mM, quotidiennement. Le citrate sanguin, totalement ionisé, est filtré par le glomérule.
Cependant, I'excrétion quotidienne de citrate représente seulement 10 a 30 % des citrates filtrés par
le glomérule. Cela est di a la compétition entre réabsorption et sécrétion. Dans la mesure ou les ions
citrates jouent un réle prépondérant dans la formation de calcifications pathologiques, il est donc
logique de s’y intéresser ici.

i Syntheses

Le citrate de sodium dihydraté (voir Figure 5-8) est utilisé comme source d’ions citrates. En ajustant
la valeur du pH de la solution, il est possible de contréler le nombre de fonctions chélatantes de cette
molécule (0, 1, 2 ou 3), les trois pKa étant 3,14 ; 4,76 et 6,40, respectivement.
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Dans un premier temps (paragraphe ii. ci-dessous), les ions citrates ont été introduits dans la solution
contenant le précurseur de calcium, et ce, 2 heures environ avant les synthéses. Il en résulte une
chélation initiale des ions calcium. La concentration en CaCl, a été fixée a 0,010 M, celle du
précurseur d’oxalates (Na,C,0,) a 0,010 M. Le rapport [Ca®*]/[citrates] a été considéré comme une
variable (= 1,0 et 3,0). Les mélanges (CaCl, + citrate de sodium) ainsi que la solution de Na,C,0, ont
ensuite été ajoutés par double goutte a goutte. Une analyse de vieillissement a été effectuée sur une
période de 6 jours, apres addition.

Dans une seconde partie, nous avons utilisé des cristaux de COM synthétisés comme précédemment
(voir paragraphe 1.a).ii.), et de taille supérieure a 10 um. Ces derniers ont alors été immergés dans
une solution aqueuse (2 a 3 mL) de citrate de sodium (0,100 mol.L™). En paralléle, d’autres cristaux
sont plongés dans de I'eau et de I'éthanol de facon a avoir des points de comparaison clairs. Les
cristaux sont immergés durant 24 heures, avant d’étre retirés et séchés a I'air libre en vue d’analyses
complémentaires.

il. Résultats : U'action des ions citrates durant les synthéses

Les poudres obtenues lors de cette premiéere série d’expériences ont été analysées par FTIR, DRX,
MEB et RMN.

coT CcoD coM coTr

— Controle (pas de citrate)

— 3eqCa/1eqUCitrate

L 1leqCa/1eqCitrate

13 14 15 16 17
2Theta

Figure 5-9 : Diffractogrammes des échantillons synthétisés en présence d’ions citrates. Le diffractogramme
correspondant a la synthése de contréle (absence de citrates) est présenté en haut de la figure. Les zones rouge, bleue et
verte correspondent aux pics de diffraction caractéristiques du COM, COD et COT, respectivement. [Cab]/[citrates] =3,0

et1,0.

La Figure 5-9 présente les diffractogrammes obtenus pour les expériences décrites ci-dessus
(26 = 13-17°). La synthése de contréle permet de vérifier que la phase majoritaire obtenue est le
COM (on remarque néanmoins la présence d’une impureté de COD minoritaire). Lorsqu’on introduit
les ions citrates, les phases majoritaires deviennent le COD et le COT (au détriment du COM). On
peut remarquer la présence de la phase COT en fin de synthése et lorsque [Ca**]/[citrates] = 1. On
notera que les pics de diffraction de COM et COD présentent un léger décalage du fait de la
technique particuliere mise en ceuvre pour enregistrer les diffractogrammes en présence d’une
quantité restreinte de poudre: les échantillons sont placés au centre d’une plaque de verre,
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elle-méme mise dans un porte échantillon classique ; la plaque de verre est rehaussée pour étre a la
bonne distance du faisceau grace a de la pate a modeler. Une étude du vieillissement a été effectuée
pour [Ca®]/[citrates] = 1. La disparition compléte du COT et I'apparition du COM sont clairement
mises en évidence. L'augmentation des pics de diffraction attribués au COM peut étre attribuée a : (i)
une transformation partielle de COD et COT en COM (cf instabilité des phases di- et trihydratées), (ii)
une transformation d’une phase amorphe ACO (voir Chapitre 1) pouvant avoir été formée en
présence de d’ions citrates. Bien entendu une phase de type ACO est difficilement détectable par
DRX sur poudre.
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Figure 5-10 : Spectres FTIR des échantillons synthétisés en présence d’ions citrates. Le spectre FTIR de la synthése de
controle (sans citrates) est présenté en haut de la figure. [Ca2+]/[citrates] =3,0 et 1,0.

Les spectres FTIR présentés sur la Figure 5-10 vont dans le sens des résultats obtenus par DRX. La
zone des élongations v(on (3800-2800 cm™) est particulierement caractéristique des différentes
phases d’oxalate hydraté. Le spectre du composé de controle présente les 5 signaux attendus pour le
COM dans cette zone (voir Chapitre 1). Pour [Ca**]/[citrates] = 1, et immédiatement aprés la
synthése, le massif caractéristique du COT est bien mis en évidence (signal large vers 3100 cm™). Au
cours du vieillissement, la structuration croissante du massif v(ou) s'accompagne de I'augmentation
relative de la quantité de COM (voir les analyses par DRX présentées sur la Figure 5-9). Pour
[Ca*]/[citrates] = 3, un spectre typique du COD est observé. Les signaux a 945 et 885 cm™ (traits
rouges sur la Figure 5-10) sont également caractéristiques du COM ; quant au signal 3 917 cm™ (trait
bleu), il est attribué au COD. La présence d’un signal fin (3 778 cm™) de plus en plus intense est
également caractéristique du COM ([Ca*"]/[citrates] = 1).

Les poudres ayant été correctement analysées et identifiées par DRX et FTIR, il est apparu intéressant
d’étudier les morphologies obtenues par ajouts de citrates, ainsi que leur évolution au cours du
temps. Aprés métallisation a I’or (20 nm) les différents échantillons ont été observés par MEB.

N
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Figure 5-11 : Images obtenues par MEB. a) synthése de contréle (en absence de citrates). b) [Ca2+]/[citrates] =3.c),d) et
e) [Ca2+]/[citrates] =1. En rouge : cristaux pouvant correspondre au COM ou ACO. En vert : cristaux de COT (assemblages
de feuillets).

L'image MEB relative a la synthese de contrdle présente une morphologie tout a fait originale du
COM (cristaux "dentelés" de petite taille, << 5 um). A priori, une telle morphologie n’a pas été
observée auparavant. Sur la Figure 5-11b ([Ca®*]/[citrates] = 3), des cristaux micrométriques de COD
sont parfaitement mis en évidence. On remarque également la morphologie en cristaux "dentelés"
pouvant étre assimilée a du COM (ou ACO), et ce, minoritairement. Ces observations sont en accord
avec les résultats obtenus par DRX et FTIR. L'influence des citrates est donc ici évidente, orientant la
cristallisation vers la formation de COD, en lieu et place du COM. Pour [Ca*]/[citrates] = 1
(Figure 5-11c, 11d et 11e), plusieurs observations peuvent étre faites : (i) des cristaux de COD de
grande taille (> 10 um) sont mis en évidence, (ii) des cristaux de COT (empilements caractéristiques
de plaquettes, en vert) sont également présents, (iii) on remarque enfin des agglomérats de petite
taille (soulignés en rouge sur les Figures correspondantes). Les particules constituant ces
assemblages n’ont pas de forme bien définie. Compte-tenu des données de DRX (Figure 5-9), il est
probable que ces agglomérats correspondent a une phase de type COM ou ACO (cristallisant au
cours du temps pour donner la quantité de COM observé en DRX apres 6 jours).

Par DRX, il a été démontré ci-dessus que le vieillissement des solutions avait un effet important dans
le cas [Ca**]/[citrates] = 1. La Figure 5-12 présente des images MEB obtenues au cours du temps, sur
une période de temps de 1 6 jours pour ce rapport [Ca**]/[citrates] = 1.
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Figure 5-12 : Images obtenues par MEB : échantillons d’oxalates synthétisés en présence d’ions citrates,
[Caz+]/[citrates] =1 en fonction du vieillissement (1 a 6 jours).

On observe clairement: (i) la disparition des agglomérats de particules présentés ci-dessus (en
rouge) sur la Figure 5-11 au profit de I'apparition progressive de plaquettes agglomérées typiques de
la phase COM. On peut rapprocher cette morphologie de celle observée sur la Figure 5-3a.
L'augmentation au cours du temps de la quantité de cristaux de COM est en accord avec les
observations par DRX (Figure 5-9), (ii) la présence de gros cristaux de COD (bipyramides) dont la taille
semble augmenter au cours du temps.
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Figure 5-13 : Spectres RMN 13C CP MAS des échantillons d'oxalates de calcium hydratés synthétisés en présence d’ions
citrates pour [Ca®')/[citrates] = 1. L’étude est effectuée en fonction du vieillissement (de 1 a 6 jours). Les spectres du COD
(en bleu) et du COM (en rouge et « ACO » type en rouge sombre) obtenus par synthése classique (voir Chapitre 3) sont
rappelés pour comparaison. T¢p : temps de contact (ms), d1 : délai de relaxation pour 'H(s),RO: fréquence de rotation
MAS (kHz).

Les spectres obtenus par RMN C CP MAS a fréquence modérée sont présentés sur la Figure 5-13.
On remarque tout d’abord que des spectres complexes sont obtenus. Compte tenu des
déplacements chimiques isotropes observés, les résonances correspondent a la superposition des
contributions de phases COM et COD. Assez curieusement, il est possible d’éditer, au moins
partiellement, les deux contributions. D’une part, en diminuant le délai de relaxation 'H (ici 1 s), la
phase COM est surestimée par rapport a la phase COD. Lorsque ce délai de relaxation est fixé a3 s, la
phase COD est clairement mise en avant. On notera également I'importance de la valeur du temps de
contact, tcp. L'augmentation de celui-ci tend a favoriser I'observation de la phase COM. Dans le
Chapitre 1, nous avons présenté des spectres aux te optimisés, de 8 a 10 ms pour les trois phases
d’oxalate de calcium hydraté. La Figure 5-13 montre pourtant un signal pour le COD tres intense avec
Tep = 2mMs. La comparaison des largeurs de raie obtenues avec celles décrites dans le Chapitre 3 pour
les phases COM et COD de référence est intéressante également. L’ajout d’ions citrates conduit
clairement a des résonances plus larges, aussi bien pour le COM que pour le COD. L'effet est tout
particulierement marqué dans le cas du COD. Cet élargissement peut étre attribué a une distribution
de déplacements chimiques **C au sein de la structure zéolithique. Le diamétre des canaux dans la
zéolite (COD) est de 'ordre de 4,5 A. Il est possible qu’un ion tel que le citrate (~ 7 A de long et 3,5 A
au plus large de la molécule) puisse rentrer a I'intérieur des canaux. Un tel élargissement du signal
correspond normalement a une augmentation du désordre dans la structure du composé, or les
résultats DRX et MEB vont a I'encontre de cette idée. En effet sur les diffractogrammes présentés, le
COD est bien cristallisé et c’est grace a I'ajout de citrates que I'on obtient des morphologies bien
définies (bipyramides par observation au MEB). Nous supposons qu’une certaine quantité de citrates
sont piégées a l'intérieur des canaux zéolithiques, ce qui conduit a un élargissement de la raie de
résonance C et a une diminution importante du parameétre Tlp(lH).

iii.  Action des ions citrates (post-synthéses) sur les cristaux

Précédemment, nous avons mis au point des protocoles permettant de moduler la taille des cristaux
de COM (sur au moins un ordre de grandeur). Pour évaluer I'influence potentielle des ions citrates

sur la phase COM, nous avons utilisé les cristaux suivants :
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e COM synthétisé par voie classique (goutte a goutte) et vieillis pendant deux semaines sans
agitation (voir Chapitre 1). La taille moyenne de ces cristaux est ~ 20 um.

e COM synthétisé en tube en U, en présence du gel de gélatine A, pendant 1 mois. Comme
décrit ci-dessus, la taille moyenne des cristaux obtenus est alors beaucoup plus grande : de
I’ordre de 200 a 300 um.

Dans la suite de ce paragraphe, nous allons étudier l'influence de différentes combinaisons
{solvant/ion} sur les faces cristallines. Comme point de départ, nous avons décidé de caractériser les
cristaux mis en jeu par MEB, avant toute immersion dans les différentes solutions.

Figure 5-14 : Images MEB de cristaux de COM obtenus par synthése en gélatine de type A, Ca/Ox = 1/1 (tube en U — voir
paragraphe 1.a)).

La Figure 5-14 présente une succession d’agrandissements relatifs a un cristal de COM de trés grande
taille (voir Figure 5-14a). La forme globale en "pince a linge" est bien mise en évidence (voir
paragraphe 1.a).iii ci-dessus). La zone de fracture d’une des faces du gros cristal (Figure 5-14b)
montre un assemblage complexe d’empilement de states cristallines (Figure 5-14d). La méme
observation est faite sur les Figure 5-14c et Figure 5-14f. Enfin, nous observons certains dép6ts (ou
éventuellement croissances latérales) sur la Figure 5-14e.

Nous allons décrire I'action de différentes solutions sur la morphologie des cristaux de COM : eau
osmosée et éthanol (qui sont utilisés lors des phases de lavage des cristaux de COM, et solution
aqueuse d’ions citrates. Les expériences faites en présence d’eau osmosée et d’éthanol permettent
de bien caractériser I'action spécifique des ions citrates.
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Figure 5-15 : Images MEB de cristaux de COM obtenus par synthése dans la gélatine de type A (tube en U - voir
paragraphe 1.a)) et immergés dans de I'eau osmosée pendant 24 heures.

La Figure 5-15 présente la morphologie des cristaux de COM (formés dans la gélatine de type A)
apres immersion pendant 24 heures dans I'eau osmosée. Les cristaux en forme globale de "pince a
linge" sont bien mis en évidence sur les Figure 5-15a et Figure 5-15b. En comparant ces images a
celles présentées sur la Figure 5-14 (analyse par MEB immédiatement aprés synthese), il est trés
intéressant de noter que les surfaces ne restent pas intactes en présence d’eau. En plus des surfaces,
le cceur du cristal semble également étre modifié comme le démontre la Figure 5-15c (et
I'agrandissement présenté sur la Figure 5-15f). Une porosité particuliere est mise en évidence. A ce
stade, plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées: (i) la faible solubilité de COM dans I'eau
(Ks=2,32.10"° & 25°C) peut étre évoquée pour expliquer une légére modification des faces
cristallines, (ii) rappelons que les cristaux étudiés ont été synthétisés en gel de gélatine : il est
possible qu’une certaine quantité de gélatine ait été intégrée au sein des cristaux lors des processus
de cristallisation. Ce phénomeéne a été décrit dans plusieurs travaux récents par Nindiyasari et coll.
[15], ainsi que par Chen et coll. [16]. Dans cette derniére publication, les auteurs mettent en
évidence l'incorporation de la matrice gel dans certains cristaux synthétisés (AgCl, Agl et CuCl) dans
ce milieu par dissolution du cristal dans un solvant adéquat. Les cristaux formés dans un gel
d’agarose semblent incorporer la matrice de croissance a I'inverse de ceux synthétisés dans un gel de
silice. lls proposent dés lors deux mécanismes de formation distincts : (i) formation d’'un monocristal
qui « pousse » le réseau de gel pour croitre et (ii) formation d’un cristal qui incorpore le réseau de gel
au sein méme de sa structure. De nombreux biomatériaux incorporent dans leur structure une partie
de la matrice de croissance. On peut citer par exemple, les nacres, qui présentent une structure de
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type « sandwich » [17] impliquant des protéines et une phase inorganique majoritaire (aragonite). La
gélatine étant également soluble dans I’eau, elle pourrait ainsi se dégrader a I’échelle de 24 heures et
laisser une empreinte négative sur certaines faces cristallines ainsi qu’au cceur des cristaux de COM.
On peut noter que ces marques n’apparaissent que sur certaines faces cristallines, (100), les autres
faces restant globalement intactes (Figure 5-15e et Figure 5-15i). La Figure 5-15f (voir fleche blanche)
et la Figure 5-15g vont dans ce sens en mettant en évidence des filaments au sein de cavités créées
durant I'immersion de I"’échantillon dans I'eau. Il est tentant de relier chimiquement ces filaments a
de la gélatine.

L'expérience suivante est identique au niveau du mode opératoire : cette fois, les cristaux de grande
taille de COM sont immergés dans de I’éthanol durant 24 heures. Rappelons que I'éthanol est utilisé
lors du processus de lavage des cristaux.

Figure 5-16 : Images MEB de cristaux de COM obtenus par synthése dans la gélatine de type A (tube en U — voir
paragraphe 1.a)) et immergés dans de I'éthanol pendant 24 heures.

La Figure 5-16 présente des cristaux dont les faces sont relativement nettes. Les surfaces n’ont été
gue peu endommagées dans I'éthanol, contrairement aux résultats obtenus aprés immersion dans
I’eau. On remarque néanmoins quelques légeres "stries" sur les bords des surfaces. La gélatine n’est
pas soluble dans I’éthanol.

En conclusion, il apparait donc que I'effet de I'eau osmosée sur les cristaux de COM obtenus en
milieu gélatine ne peut pas étre négligé. De profondes modifications des surfaces cristallines (voire
du coeur des cristaux) ont été nettement mises en évidence. Il est dés lors possible d’analyser I'effet
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potentiel des ions citrates en solution aqueuse sur les mémes échantillons. La solution utilisée est
une solution de concentration en ions citrates égale & 0,100 mol.L™ (eau osmosée). L'immersion des
cristaux est une fois encore de 24 heures.

3.00kV

Figure 5-17 : Images MEB de cristaux de COM obtenus par synthése en gélatine de type A (tube en U voir paragraphe 1 ;
a).) et immergés dans une solution aqueuse (eau osmosée) de citrates (0,100 moI.L'l) pendant 24 heures.

Sur la Figure 5-17, on peut préciser I'effet des ions citrates sur les cristaux de COM (initialement en
forme de "pince a linge") tout en gardant en mémoire les effets du solvant aqueux (mis en évidence
sur la Figure 5-15). La premiére observation est relative a la présence de "macro"-fissures au niveau
des gros cristaux de COM (Figure 5-17a Figure 5-17d). De telles fissures larges n’avaient pas été
observées jusqu’a présent. On remarque également une érosion nette des bords de cristaux
(Figure 5-17a). A plus fort grossissement, I'intérieur des fissures est caractérisé par la présence de
nombreux filaments (Figure 5-17h). Ces filaments agissent comme des ponts reliant les deux bords
d’une fissure donnée. Une fois encore les filaments peuvent étre attribués a l'insertion de la matrice
de croissance (gélatine de type A) au sein des cristaux de grande taille de COM. Les Figure 5-17e,
Figure 5-17f et Figure 5-17g montrent clairement un autre type d’altération au niveau des surfaces
cristallines en présence d’ions citrates.
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3um 40 pm

Figure 5-18 : Comparaison d’images MEB de la littérature avec nos expériences. a) cristal d’AgCl synthétisé dans un gel
d’agarose (0,2 % en masse) et b) cristal de CuCl synthétisé dans un gel d’agarose (1,0 % en masse) d’apres [16], c) cristal
de calcite synthétisé dans la gélatine (2,5 % en masse) d’apres [15]. d), e) et f) cristaux de COM obtenus par synthése en
gélatine de type A et immergés dans une solution aqueuse (eau osmosée) de citrates (0,100 moI.L'l) pendant 24 heures.

La comparaison de nos expériences avec certaines images de la littérature (Figure 5-18) permet
d’affirmer que ces filaments nanométriques reliant les fissures de nos cristaux sont probablement
formés de la matrice de gel (ici gélatine de type A). Les Figure 5-18a, b, d et e ont des profils
similaires de par la présence de simples fils de la matrice. Les Figure 5-18c et f montrent elles, un
réseau plus structuré de gélatine reliant les deux bords des fissures.

En comparaison des expériences faites dans I'eau osmosée (Figure 5-15), I'impact des ions citrates en
solution aqueuse peut étre résumé ainsi : (i) formation de larges fissures qui entaillent les cristaux de
COM, (ii) mise en évidence (comme dans le cas de I'eau osmosée) de nhombreux filaments pouvant
étre attribués a de la gélatine provenant du milieu de synthése. Ces filaments ne sont pas visibles
apres immersion dans I’éthanol (Figure 5-16), (iii) altération plus nette des surfaces cristallines en
présence d’ions citrates. Ces derniers ont évidemment tendance a chélater les ions calcium de

surface conduisant a une "érosion" progressive des surfaces en contact avec le solvant.

Il apparait ainsi que le milieu de synthese des cristaux de COM n’est pas neutre lors de la croissance
cristalline lente a I'interface des solutions initiales d’ions calcium et oxalates (au sein du tube en U).
Ainsi, il semble acquis que la gélatine de type A puisse jouer un role particulier au cours de la
synthese et interagisse fortement dans la cohésion des cristallites (via des "ponts" de type
filamenteux).

De facon a décorréler I'influence de la gélatine de I'action du solvant et des ions citrates a
proprement parler, les expériences d’'immersion de cristaux (durant 24 heures) ont été renouvelées a
partir de cristaux formés par goutte a goutte (voir Chapitre 1 partiel c)). Des cristaux de
relativement grande taille (sans atteindre néanmoins celles obtenues par croissance en gel) ont été
synthétisés par vieillissement des solutions méres. La Figure 5-19 présente les résultats obtenus.
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Figure 5-19 : Images MEB de cristaux de COM obtenus par synthése en goutte a goutte (voir Chapitre 1) et immergés
dans différentes solutions. a) eau osmosée. b) éthanol. c) solution aqueuse (eau osmosée) de citrates (0,100 moI.L'l).
Dans les trois cas, la durée d'immersion est fixée a 24 heures.

Tout d’abord, et comme attendu, nous observons des tailles de cristaux beaucoup plus faibles que
dans le cas des synthéses effectuées en gel. Il en résulte que les objets étudiés dans les Figure 5-15,
Figure 5-16 , Figure 5-17 et Figure 5-19 ne sont pas strictement identiques. Néanmoins, certaines
tendances peuvent étre proposées : (i) le solvant éthanol (Figure 5-19b) n’a pas d’influence notable
sur la morphologie et I'aspect global des faces cristallines. Une telle observation avait déja été faite
au préalable (Figure 5-16), (ii) une fois encore, le role de I'eau solvant n’est pas totalement
négligeable (Figure 5-19a, a comparer a la Figure 5-15). Une certaine "érosion" des surfaces est bien
en évidence. En revanche, les cavités et filaments caractéristiques de la Figure 5-15 ne sont plus du
tout présents. Cette observation corrobore notre hypothése concernant le réle majeur joué par la
gélatine au cours de la cristallisation du COM, (iii) enfin, le réle de chélatant des ions citrates est bien
démontré sur la Figure 5-19c. La morphologie des cristaux de COM est totalement modifiée,
démontrant une attaque chimique des surfaces cristallines par les ions citrates. Nous avions noté
auparavant une telle action des ions citrates (Figure 5-17) avec en particulier I'apparition de fissures
de grande taille au sein des gros cristaux de COM. Dans le cas de la Figure 5-19, il est probable que,
compte tenu de la plus petite taille des cristaux de départ, I'attaque chimique des ions citrates soit
particulierement efficace et conduise en 24 heures a une modification drastique des objets cristallins.

c) Interactions du thé vert avec les oxalates de calcium

En dehors de I'eau, le thé est la boisson la plus bue au monde. Il existe de nombreux thés différents :
thé vert, thé noir, ... Dans cette section, nous allons tenter d’appréhender I'action de I’extrait de thé
vert sur des échantillons synthétiques d’oxalate de calcium. Au niveau clinique, et en particulier a
I’h6pital Tenon, un lien a été établi entre la consommation de thé vert et I'apparition de certaines
calcifications pathologiques. Le role des composants du thé vert est encore sujet a de nombreuses
discussions : ceux-ci sont parfois considérés comme des inhibiteurs de cristallisation de par leur
action de réduction du stress oxydant [18], [19] ou par chélation et dégradation de I'oxalate de
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calcium [3], mais également comme des composants susceptibles d’accélérer la formation des
calcifications en présence d’ions oxalates [20], [21].

A | ‘image de ce que nous avons entrepris précédemment dans le cas des ions citrates, nous allons
étudier ici I'effet de I'extrait de thé vert sur des cristaux de grande taille de COM. Il est évident que
cette étude ne peut que refléter partiellement I'action réelle du thé dans le rein, puisque qu’avant
d’atteindre cet organe, ce dernier passe par de multiples transformations et filtrations. Néanmoins,
les molécules constitutives du thé vert peuvent étre présentes dans les urines [22] et donc influencer
la formation des calculs rénaux. S’agissant d’'un composé naturel, nous avons décidé d’utiliser la
méme source de thé tout au long de nos travaux. Le thé vert choisi de marque Sen-cha a été acheté
eme

en grande quantité chez un commercant parisien du XIlI*"™" arrondissement.

I Composition chimique du thé : bibliographie et analyses par RMN 1H MAS et
13C CP MAS

Le thé est composé de nombreuses molécules organiques. Nous le buvons en infusions, c’est-a-dire
gue nous extrayons de la plante (par I'eau chaude) les molécules aromatiques ainsi que les principes
actifs. Récemment, Reto et coll. [23] ont étudié la composition chimique d’infusions de thé vert. Les
catéchines (molécules présentant des fonctions polyols) semblent étre présentes en forte proportion
(voir la Figure 5-20). On peut également noter la présence de caféine et de différents cations tels que
sodium, potassium, aluminium... De facon trés intéressante, Charrier et coll. [20] montrent
également la présence d’ions oxalates dans différentes infusions. Pour les thés verts, on peut avoir
de 0,25 mg d’oxalates par gramme de thé a 1,15 suivant la marque de thé utilisé.

"OH

H
Epigallecatechin (EGC)

OH

Epigallocatechin gallate (EGCG) Gallocatechin gallate (GCG)

Figure 5-20 : Structures des composants principaux du thé vert : les catéchines, d'aprés [3].

Nous avons donc décidé d’étudier I'effet de ces catéchines sur la formation des différentes phases
d’oxalate de calcium hydraté. Dans une publication parue en 2010, Chen et coll. [3] ont proposé un
travail similaire mettant en ceuvre une synthése par diffusion d’'ammoniac. En s’inspirant de leurs
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travaux mais en les adaptant a nos propres protocoles de synthése (principalement précipitation par
goutte a goutte — voir Chapitre 1), nous avons tenté d’évaluer I'impact de telles molécules sur la
morphologie des cristaux formés, mais également sur les signatures obtenues par RMN en phase
solide. Pour cela, nous nous appuierons sur les données RMN en phase solide déja enregistrées et
relatives aux cristaux de COM, COD et COT présentées dans le Chapitre 3.

13CCP MAS i
s _oH
" ,

H
dl=5s
RO = 10 kHz

12 11 10 ¢ 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 200 100 o
{ppm) {ppm)

Figure 5-21 : A gauche : Spectres RMN 'H MAS : a) des feuilles de thé vert. b) des feuilles de thé vert séchées apres
infusion dans de I’eau a 100°C (5 minutes). c) de I’extrait sec de I'infusion. RO : fréquence de rotation MAS. d1 : délai de
relaxation 'H. A droite : Spectres RMN B3¢ CP MAS : a) des feuilles de thé vert, d’apres [24], Tcp (temps de
contact) = 1,5 ms ; d1 (délai de relaxation) = 4 s et RO (fréquence de rotation) = 4,25 kHz. b) des feuilles du thé vert Sen-
cha, c) des feuilles de thé vert séchées apres infusion. d) de I'extrait sec de I'infusion. b), c) et d) ont été enregistrés avec
les paramétres suivants : Tcp =2 ms d1 =2 s et RO = 10 kHz. Les * correspondent a des bandes de rotations.

Les spectres RMN "H MAS et >C CP MAS des feuilles de thé (avant et aprés infusion), ainsi que de
I’extrait sec obtenu aprés infusion, sont présentés sur la Figure 5-21. Les spectres 'H MAS n’ont pas
été publiés a ce jour. Dans le cas des feuilles de thé avant et apreés infusion (spectres a) et b) a gauche
de la Figure 5-21), une résolution tout a fait acceptable est observée, et ce, malgré une fréquence de
rotation MAS modérée (ici 10 kHz). Cette résolution peut étre attribuée a une mobilité locale élevée
des différentes molécules, ce qui conduit a une moyenne partielle de I'interaction homonucléaire
'H-"H. Les déplacements chimiques isotropes 'H sont caractéristiques de groupements aliphatiques
et insaturés (au-dela de 5 ppm) que I'on retrouve dans les constituants essentiels des feuilles de thé :
policosanol (mélange d’alcools aliphatiques), caféine, acide tannique, terpéne, etc. [25], [26], [27]. Le
spectre 'H MAS de I'extrait sec (spectres c) & gauche de la Figure 5-21) présente une allure
complétement différente, comparable a celle de spectres 'H peu résolus obtenus pour des espéces
rigides. Les spectres °C CP MAS des différentes préparations sont présentés a droite de la
Figure 5-21. Dans ce cas, il existe des données dans la littérature relatives a différentes variétés de
thé (voir Martinez-Richa et coll. [24] — Figure 5-21a). Des attributions sont proposées en prenant en
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compte la famille des catéchines : il y a bien évidement dans tous ces signaux, d’autres composants
du thé (autres polyphénols, caféine...). Le spectre *C CP MAS de notre variété de thé vert
(Figure 5-21b) est tout a fait comparable a celui publié dans la littérature. Le spectre de I'extrait sec
est également comparable bien que des variations relatives d’intensités soient observées. On notera
gue les contributions relatives a I'’éventuelle présence d’ions oxalates sont sans doute partiellement
masquées par les résonances des groupements C=0. L’utilisation d’un temps de contact plus long n’a
pas permis de mettre en évidence la présence d’ions oxalates, preuve de sa faible concentration.

il. Syntheéses en présence de thé vert

L’extrait de thé a été préparé de la facon suivante : 1,000 g de thé a été ajouté dans 100 mL d’eau a
~ 100 °C pendant 5 minutes. Aprés infusion, I'ensemble a été filtré sur papier filtre. La solution ainsi
obtenue a été directement utilisée pour les différentes synthéses mises en ceuvre. L’évaporation
compléte de la solution conduit a 0,300 g d’extrait sec.

Plusieurs synthéses ont été envisagées (se reporter au Chapitre 1 pour plus de détails). Elles
concernent a la fois la synthéese des cristaux d’oxalates de calcium en présence d’infusion de thé et
I’évolution de cristaux synthétisés au préalable, lorsque ceux-ci sont immergés dans une solution
d’extrait de thé (voir paragraphe 1.b).i ci-dessus dans le cas des ions citrates) :

e lLa synthése par goutte a goutte: des changements dans les conditions de synthése
(température, agitation, vieillissement, ajout de la solution de thé) ont été apportés
spécifiguement. Des volumes (Vy¢) de 1 a 50 mL d’infusion de thé ont été ajoutés a une
solution de CaCl, (cette derniere étant complétée avec de I|'eau pour atteindre
[Ca*1=0,010 mol.L™. Chaque solution est ensuite laissée pendant deux heures sous
agitation, et a température ambiante. Une solution aqueuse d’oxalate de sodium
([C,0,%]1 = 0,010 mol.L'") est ajoutée goutte & goutte dans la solution (CaCl, + thé). L’ajout des
ions oxalates a été effectué : avec ou sans agitation, et a température ambiante ou a 40 °C.
Certaines solutions ont été laissées a évoluer durant 6 jours (avec ou sans agitation), de
facon a étudier le vieillissement des cristaux formés.

e la synthése par diffusion de vapeurs d'ammoniac, comme décrite dans la contribution de
Chen et coll. [3] : 90 mL d’infusion de thé et 5 mL d’une solution de CaCl, (0,100 mol.L™") ont
été mélangés, puis le pH a été abaissé a 2 par ajout de HCl. Une autre solution (sans thé)
composée de 90 mL d’H,0 et 5 mL de CaCl, a également été préparée (elle correspond a la
manipulation de contrdle). Ces solutions ont été maintenues a 4°C pendant 6 heures. 5mL
d’une solution de Na,C,0, (0,100 moI.L"l) ont été ajoutés dans chacune des solutions
mélanges. Les deux béchers ont été alors placés dans un dessiccateur fermé, en présence
d’un troisieme bécher contenant une solution d’ammoniac (28-30 %) recouvert d’un film
percé (parafilm). La diffusion lente des vapeurs d’ammoniac a lieu a température ambiante
durant six jours. Les cristaux ont ensuite été récupérés par filtration sous vide et lavés a I'eau
et a I'éthanol.

e La synthése en gel (paragraphe 1.a)) en remplagant I'eau des solutions de précurseurs par

I'infusion de thé (1 g de thé dans 100 mL d’eau) : soit les deux solutions de précurseurs ont
été préparées a partir de l'infusion de thé, soit seulement une des deux. Les concentrations
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et volumes des expériences précédentes sont conservés ([Ca’'] = [C,0,2] = 0,100 mol.L™) et
V = 10 mL). Quelques expériences en incorporant le thé aux gels (gélatine et agar-agar) ont
également été réalisées.

e L’influence du thé sur des cristaux déja formés (COM). Des cristaux d’environ 20 um ont été
directement immergés dans une infusion de thé.

Les cristaux sont collectés par filtration sous vide a 'aide d’un fritté a pores P5 et lavés plusieurs fois
a l'eau et a I'éthanol. Apres séchage, les cristaux sont récupérés pour analyses par MEB et RMN
C CP MAS.

ii. Résultats expérimentaux

Dans un premier temps, nous nous intéressons a la synthése par goutte a goutte (voir paragraphe ii.
ci-dessus). Les observations expérimentales les plus importantes sont les suivantes :

e |orsque Vi augmente de 1 a 50 mL, la phase COD devient majoritaire. Pour les valeurs les
plus élevées de V¢, elle est alors quasiment la seule présente.

e en présence d’agitation magnétique, il est possible d’obtenir la phase COT. Néanmoins, pour
Ve > 20 mL, la phase COT n’est plus observée, au profit des phases COM et COD.

e pour Ve < 10 mL, le vieillissement des solutions n’induit pas I'obtention d’une phase unique
de COD.

e de méme, le vieillissement des solutions ne permet pas d’obtenir des cristaux de COD de plus
grande taille (comme cela était le cas en milieu gel — voir paragraphe 1.a).iii.)

e [|'élévation de la température de synthese (a 40°C) ne modifie pas les résultats
expérimentaux : la phase COD est toujours obtenue majoritairement.

De ces faits expérimentaux, nous pouvons en déduire que les catéchines du thé (et autres molécules
de I'infusion) autorisent un changement de phase, de COM a COD, et ce, méme a 40°C (sans ajout de
thé et dans les mémes conditions, seul la phase de COM est obtenue — voir Chapitre 1). On remarque
néanmoins que la formation des oxalates de calcium hydratés n’est pas inhibée dans les conditions
expérimentales choisies : en effet, la méme masse de précipité est obtenue par précipitation en
présence et en absence d’infusion de thé.

Les cristaux obtenus en fonction de la variable Vs ont alors été analysés par MEB. Les expériences
ont été réalisées ici a température ambiante (Figure 5-22).
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Vi = 10 mL

Figure 5-22 : Images MEB des synthéses par goutte a goutte avec ajout de thé (V. variable) a température ambiante.
a) Vine = 10 mL. b) Ve = 30 mL. ¢) V¢ = 50mL. La définition de V¢ est donnée dans le paragraphe 1.c).ii.

La morphologie des cristaux observés correspond a une bipyramide, caractéristique de la phase COD.
L'augmentation progressive de Ve conduit a la formation majoritaire de phase COD. Pour
Ve =10 mL, des agrégats pouvant correspondre a du COT sont également présents en faible
proportion. Ces derniers disparaissent avec I'augmentation de la quantité de thé. Des synthéses
identiques a 40°C conduisent globalement aux mémes résultats.

La synthése par diffusion de vapeurs d'ammoniac, inspirée du travail de Chen et coll. [3], a donné des
résultats différents de ceux de cette publication mais en accord avec les expériences précédentes.

Figure 5-23 : Images MEB des synthéses par diffusion d’ammoniac. a), b), c), d) avec 90mL de thé. e) et f) sans ajout de
thé. Voir paragraphe 1.c).ii.
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Comme on peut le voir sur les Figure 5-23a, 23b, 23c et 23d la présence de thé et a fortiori de
chélatants du calcium ameéne a la formation de la phase COD exclusivement. Elle est reconnaissable
par cette morphologie caractéristique bipyramidale. Néanmoins on peut voir certaines petites
bipyramides avec des imperfections ce qui les rend plus similaires a des étoiles. La Figure 5-23c
montre quant a elle un type de morphologie observé par Chen et coll. [3]. L'élongation du COD n’a
été observée que lors de cette synthése et est due a la formation d’un mésocristal orienté. En
comparaison, les Figure 5-23e et 23f montrent la morphologie classique du COM obtenu (ici sans
ajout de thé) par la synthése en diffusion d’ammoniac. On peut noter que certains cristaux
présentent des surfaces altérées, sGrement du fait des conditions de synthése (pH tres élevé).

Afin de tenter d’obtenir des bipyramides de plus grande taille, nous avons essayé de combiner
I'utilisation de I'extrait de thé (qui semble orienter préférentiellement la cristallisation de la phase
COD) et la synthése en milieu gel (tube en U) (voir paragraphe 1.a)). Deux options de synthése ont
été retenues : la premiere consiste a synthétiser un gel contenant préalablement I'extrait de thé. La
deuxieme implique I'ajout de I'extrait de thé a I'une des solutions de précurseurs, en partie haute du
tube en U.

B La premiéere expérience décrite ici correspond a la synthése classique dans un gel d’agar-agar (en
proportion stoechiométrique : [Ca®] = [C,0,%] = 0,100 mol.L™"). Uinfusion de thé a été ajoutée
directement au moment de la synthese du gel a la place de I'eau osmosée, Ve = 30 mL.

_A
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Figure 5-24 : Images MEB des cristaux issus de la synthése en gel d'agar-agar (le gel contenant I’extrait de thé vert
initialement) et spectre RMN BCcP MAS. La présence d’agar-agar est mise en évidence en vert sur le spectre le spectre
du bas correspond a I’agarose d’apreés [10]. T¢p : temps de contact (ms); RO : fréquence de rotation MAS (kHz).

Sur la Figure 5-24 sont présentées des images MEB relatives a la synthése en gel contenant I'extrait
de thé. Clairement, une majorité de cristaux de COD en bipyramide est mise en évidence. Comme
attendu, la taille moyenne des cristaux (~ 10 um) est plus grande que dans le cas de la synthése en
goutte a goutte (voir ci-dessus). Contrairement aux expériences précédentes, les cristaux de COD
présentent une texture tout a fait particuliere au niveau des faces cristallines. Celles-ci présentent en
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effet des "cavités" de ~ 300 a 500 nm. De tels défauts de surface ont déja été observés par certains
auteurs. On peut citer les travaux de Rode et coll. [4] qui aprés avoir plongé un calcul rénal (COD)
dans une infusion de thé ont mis en évidence |'apparition de cavités carrées. Les travaux de Chen et
coll. [3] montrent également une influence du thé sur la morphologie du COD obtenu. Suivant la
guantité de thé ajoutée lors de leurs synthéses, les mésocristaux formés sont de plus en plus gros,
cela grace a l'intercalation de la phase minérale avec les macromolécules du thé. Le thé a par ailleurs
été proposé trés récemment dans un brevet afin d’aider au traitement des calculs rénaux grace a sa
capacité propre a les dégrader [28]. La Figure 5-24 présente également le spectre RMN *C CP MAS
des cristaux obtenus. La présence de COD (~ 169,5 ppm) est bien mise en évidence, alors qu’une
phase de COM est également détectée (cf déplacements chimiques plus faibles). Le spectre est
difficilement quantifiable car les conditions optimales d’enregistrement des spectres *C CP MAS du
COM et du COD varient selon la phase considérée (voir Figure 5-13). Le nombre de bandes de
rotation est élevé du fait de la faible valeur de la fréquence de rotation MAS. Une telle valeur permet
en effet de limiter les effets de modifications de phases in situ (voir Chapitre 3). On notera enfin la
présence de résonances (faibles) relatives a la présence de résidus d’agar-agar. Nous avons en effet
montré précédemment que le nettoyage des cristaux lors de leur collecte était particulierement
délicat en présence d’agar-agar.

M La seconde expérience reprend un protocole de synthése en gel (ici gélatine de type A) mais dans

ce cas particulier, la solution d’ions calcium ([Ca**] = 0,100 mol.L™") est préparée a partir d’une

infusion de thé. Le gel de gélatine A ne contient pas d’extrait de thé.

100 pm — 3 0KV

13C CP MAS
RO= 5 kHz
Tp=10ms

171 170 169 (ppm) 168 167 166

Figure 5-25 : Images MEB des cristaux issus de la synthése en gel de gélatine A. Le gel ne contient pas d’extrait de thé. En
revanche, le précurseur d’ions calcium contient I’extrait de thé. Spectre RMN 3¢ cp mas. Tcp : temps de contact (ms);
RO : fréquence de rotation MAS (kHz).

Contrairement a I'expérience précédente, on obtient ici presque exclusivement des cristaux de COM
de tres grande taille (voir les images MEB de la Figure 5-25). La morphologie des surfaces est tout a
fait surprenante : on observe en effet pour la toute premiére fois des croissances en forme de
feuilletage. Le spectre RMN *C CP MAS présenté sur la Figure 5-25 est cohérent avec I'observation
de cristaux de COM. Ce phénomeéne particulier de croissance a également été observé lorsque
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I'extrait de thé a été ajouté a la solution contenant les ions oxalates, en partie haute du tube en U.
Dans ce cas particulier, des cristaux de trés grande taille (100 a 400 um) ont été clairement mis en
évidence.

Grohe et coll. [29] ont effectué des expériences montrant que les faces (100) et (121) adsorbent de
facon préférentielle les molécules hydrophiles. L’adsorption n’est d’ailleurs pas forcément synonyme
d’inhibition de croissance. Sur la Figure 5-25, on observe clairement un monocristal de COM
présentant une face (100) recouverte de feuillets trés fins. La croissance épitaxiale peut étre
favorisée par l'incorporation de macromolécules qui viennent compenser les défauts du réseau
cristallin. Dans notre cas, ’homo-épitaxie est favorisée par la présence de molécules chélatantes du
thé. Ces dernieres se plagant préférentiellement sur la face (100), augmentent la probabilité de
croissance épitaxiale sur cette méme face.

(@) (b)

Figure 5-26 : Schéma de formation d’agrégat de calcite de [15]. De a) a d) évolution et croissance de I’agrégat jusqu’a la
formation d’une sphérulite.

On retrouve assez souvent des morphologies en sphérulite comme proposé sur la Figure 5-26 lors de
nos expériences. Plus la densité de gel augmente, plus il est probable d’en créer, ce qui semble
cohérent avec les morphologies obtenues (Figure 5-5). D’aprés Uhlmann et coll. [30], un autre critére
doit étre pris en compte : la vitesse de croissance. Plus la croissance est rapide, plus l'incorporation
de la gélatine est grande.

Pour finir, lorsque des cristaux (COM) de taille moyenne (~ 20 um) sont plongés pendant plusieurs
jours dans une infusion de thé, on observe une dégradation indéniable de leur morphologie.
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Figure 5-27 : Images MEB de a) cristaux de COM synthétisés par goutte a goutte en proportions stcechiométriques
Ca/Ox = 1/1 a T°’ambiante et laissés a vieillir 12 jours dans le milieu réactionnel (sans agitation). b) ces mémes cristaux
immergés dans 10 mL d’infusion de thé pendant 6 jrs.

La différence entre les clichés de la Figure 5-27a et ceux de la Figure 5-27b tend a montrer 'effet de
destruction des molécules du thé (catéchines) envers la phase de COM. Cela a déja pu étre observé
sur des calculs de whewellite [28]. En parallele, I'immersion pendant 12 jours de ces monocristaux de
COM dans I'eau osmosée prouve que I'effet est bien d{ au thé puisqu’aucune altération n’a été mise
en évidence (autre que celle montrée sur la Figure 5-19a).

2. Croissance d’oxalates de calcium en surface d’hydroxyapatite

Comme énoncé précédemment (voir Introduction et Chapitres 1 et 3), il est admis dans la littérature
que la plaque de Randall joue un role prépondérant dans la nucléation des calculs d’oxalate de
calcium [31]. Statistiqguement parlant, de plus en plus de calculs rénaux sont caractérisés par la
présence de cette plaque de nature apatitique [32]. D’un point de vue morphologique, I'observation
détaillée de la plaque de Randall conduit a des résultats tout a fait particuliers.
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Figure 5-28 : A) Plaque de Randall sur un calcul rénal de COM. B) Plaque de Randall a la surface de la papille. C) La plaque
de Randall apparait comme une structure complexe contenant des tubules calcifiés. D) interface entre une plaque de
Randall et un calcul de COM d’aprés [33].

En effet, la phase désordonnée d’apatite (sans doute carbonatée) se présente sous la forme
particuliére de sphéroides de taille micrométrique (voir Figure 5-28). Cet ordre de grandeur de taille
n’a donc rien a voir avec les dimensions nanométriques des plaquettes d’apatites constitutives des os

Lall

et des dents. Les cristaux de COM apparaissent comme littéralement "incrustés" dans les sphéres de
la plaque de Randall. Notons également que la morphologie des cristaux de COM (plaquettes d’une
épaisseur de quelques microns) est ici tout a fait particuliére par rapport aux morphologies classiques
rencontrées durant ce travail (par exemple la forme de « pince a linge » rencontrée a plusieurs

reprises).

Le but de cette section est de tendre vers une synthese in vitro d’assemblages micrométriques
d’oxalate de calcium (essentiellement sous forme de COM, compte tenu de sa prévalence au niveau
clinique) et d’hydroxyapatite (que nous choisirons non-carbonatée dans un premier temps, de fagon
a ne pas compliquer outre mesure la synthése). Bien entendu, il apparait hors de propos de mettre
en ceuvre une simple synthése d’apatite par précipitation en voie aqueuse. Nous avons vu dans le
Chapitre 1 qu’un tel protocole expérimental conduisait systématiquement a des nanoparticules,
jusqu’a une température de traitement thermique de I'ordre de 400°C. Nous avons donc orienté
notre axe de recherche vers des synthéses a plus haute température. Nous avons également utilisé
les acquis expérimentaux présentés dans ce Chapitre (synthéses faisant intervenir des ions citrates,
de I'extrait de thé vert ...) de fagon a élargir les possibilités expérimentales.

a) Synthése de sphéres micrométrigues d’hydroxyapatite

Dans un premier temps, des nanoparticules d’hydroxyapatite ont été synthétisées (par synthése en
autoclave, voir Chapitre 1). Les caractéristiques de celles-ci sont présentées dans le Chapitre 3 (étude
par DNP CPMAS). Afin d’obtenir une surface la plus définie possible, et en vue de faire croitre des
cristaux de COM, nous avons opté pour une étape de pastillage, avant d’envisager un traitement
thermique a haute température. Le pastillage a été effectué a I'aide d’une presse utilisée en IR
(8 T/cm? pendant 5 minutes). Aprés pastillage de I’apatite et un recuit a 1050°C pendant trois heures,
les échantillons ainsi obtenus ont été caractérisés par MEB (Figure 5-29). On remarque tout d’abord
un assemblage compact (relativement plan) de particules d’hydroxyapatite dont la taille moyenne
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peut étre estimée a 300 nm environ. Cet ordre de grandeur est comparable a celui observé au niveau
des plaques de Randall (voir Figure 5-28D ci-dessus). Quelques défauts au niveau de I'assemblage
sont mis en évidence également. La surface de la pastille apparait comme étant frittée grace au
traitement thermique. Cependant, pour certaines expériences, les pastilles d’apatites ont été cassées
en plusieurs morceaux faisant apparaitre une partie plus poreuse en leur intérieur (car non frittée).

Figure 5-29 : Images MEB d'une surface d'HAp (hydroxyapatite) obtenue apreés pastillage et traitement thermique a
1050°C pendant 3 heures. La surface de la pastille présente un frittage plus important.

Les fragments ainsi obtenus ont été plongés dans différentes solutions aqueuses pendant trois
durées différentes (24 heures, 4 jours et 3 semaines). |l a ainsi été possible d’exposer au solvant la
surface de la pastille (la plus frittée) ainsi que des zones situées dans I'épaisseur de la pastille (plus
poreuses a priori). Notons qu’une telle expérience a déja été proposée par Sethmann et coll. [34]
dans la littérature prouvant qu’un tel mécanisme est probable pour la formation de calcul rénal a
partir d’'une plaque d’apatite. A partir d’apatite commerciale (os bovin), les auteurs ont testé
différentes conditions de synthése (pH, milieu de synthese) de COM sur cette plaque. De notre c6té,
nous partons de nanoparticules synthétiques « optimisées » pour étre relativement proche de celles
de la plaque de Randall d’un point de vue morphologique. De plus, différents milieux a base de
chélatants du calcium et de différents pH ont été testés.

Aprés réaction, les pastilles d’'HAp ont été retirées du milieu réactionnel, lavées a I'eau distillée et a
I’éthanol puis observées par MEB. Trois milieux de synthése ont été choisis :

e une solution aqueuse d’oxalate de sodium & 0,010 mol.L™ a pH ajusté a 3,7 avec HCI.
e une solution aqueuse d’oxalate de sodium a 0,010 mol.L™" et de citrates a 0,001 mol.L™.
e une solution aqueuse d’oxalate de sodium a 0,010 mol.L™ contenant 1,0 g de thé vert.

Nous remarquons qu’aucune de ces solutions ne contient d’ions calcium. Une synthése de contréle a
été effectuée dans chacun des cas : durant 3 semaines, une pastille d’"HAp a été immergée dans la
solution de synthése, mais sans apport d’ions oxalates. L'intérét majeur de ces manipulation est de
prouver que la croissance hétérogéne d’oxalate de calcium (phase COM essentiellement) est tout a
fait possible sur une surface constituée d’un assemblage de spheres d’HAp, et ce, sans apport
extérieur d’ions calcium. En d’autres termes, les ions calcium d’une phase de type COM ne peuvent
provenir que d’une dissolution partielle de I’hydroxyapatite. Un suivi du pH a été systématiquement
effectué. En effet, ce dernier joue un réle important sur la libération des ions calcium (la dissolution
de I'HAp). A des pH acides, I'apatite se dissout plus facilement [35], [36]. Lors des expériences dans
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I'eau, le pH a varié de 3,7 a 4,7. Pour celles effectuées en présence de citrates, le pH a varié de 6,3 a
7,4; alors que pour les expériences en présence d’extraits de thé, celui-ci a évolué de 6,0 a 5,1.

b) Résultats

i Les expériences de contréle

Afin de vérifier les effets des solvants sur les pastilles d’hydroxyapatite traitées thermiquement, une
portion de celles-ci est immergée dans chacun des milieux d’études : (i) eau osmosée acidifiée a
pH = 3,7 avec HCl, (ii) une solution aqueuse de citrate (0,001 mol.L'") et (iii) infusion de thé (1 g de
thé dans 100mL d’eau). Dans chaque cas, la durée de I'expérience a été de 3 semaines, en absence
totale d’ions oxalates. Apres ce laps de temps, les pastilles sont retirées de la solution, rincées a I’'eau
et séchées a lair libre.

Figure 5-30 : Images MEB des pastilles d'HAp : expériences de contrdle. a) HAp dans I'eau (pH = 3,7). b) HAp dans la
solution aqueuse contenant des ions citrates. c) HAp dans une solution aqueuse contenant I’extrait de thé vert.

En observant les clichés de MEB sur la Figure 5-30, il semble qu’aucun des milieux choisis ne soit
totalement inerte vis-a-vis des pastilles d’HAp. Comme attendu, I'eau a pH = 3,7 dissout légérement
la pastille. Ainsi, sur la Figure 5-30a, on observe des "craquelures" au niveau de la surface ainsi que
quelques perforations (de 4 a 10 um). Ces perforations rendent sans doute compte de la dissolution
partielle évoquée ci-dessus. En en ce qui concerne l'influence des ions citrates, I'effet est encore plus
net (Figure 5-30b) : en effet la pastille est percée de multiples trous, de différents diametres (de 10 a
25 um). Les images de la Figure 5-30c montrent les effets de I’extrait de thé vert sur la plaque d’"HAp :
une fois encore, il y a apparition de trous (de 3 a 5 um) aux bords irréguliers. De maniere
particulierement intéressante, on observe surtout la croissance de cristaux de COD (de1a 5 um), ala
morphologie bipyramidale parfaitement reconnaissable ! Les cristaux de COD semblent « insérés »
dans la couche d’apatite. Des "empreintes" de cristaux sur la surface sont également mises en
évidence. N’oublions pas que le thé vert contient une certaine quantité d’ions oxalates (voir
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paragraphe 1.c).i.). La solubilisation partielle de I’hydroxyapatite en présence d’ions oxalates conduit
ici a la cristallisation d’oxalates de calcium sous forme COD.

il. Solution aqueuse d’ions oxalates

Afin d’évaluer séparément I'effet des ions citrates et de |’extrait de thé (catéchines essentiellement),
nous effectuons au préalable une expérience d’'immersion d’une pastille d’'HAp dans une solution
aqueuse d’oxalate de sodium (0,010 mol.L™, pH = 3,7). Trois temps de vieillissement (24 heures,
4 jours et 3 semaines) sont testés successivement.

Figure 5-31 : Images MEB des pastilles d'HAp immergées dans une solution aqueuse d’oxalate de sodium (0,010 mol.L?,
pH = 3,7) pendant : 24 heures, 4 jours et 3 semaines. En rouge un cristal de COM. Les fleches blanches indiquent le bord
de la pastille d’"HAp.

Les résultats de cette expérience sont présentés sur la Figure 5-31. Dés les premieres 24 heures, la
surface de la pastille se recouvre de cristaux de COM a la morphologie bien définie ("pince a linge").
Nous savons que I'HAp se dissout au moins partiellement en milieu acide, permettant ainsi la
libération des ions calcium. La valeur du pH a été choisie arbitrairement (mais volontairement acide)
afin de favoriser la croissance hétérogene du COM en surface de la pastille d’'HAp. Durant les
premiers jours d’expérience, la croissance du COM s’effectue majoritairement sur les bords de la
pastille (fleches blanches sur la Figure 5-31). Quelques cristaux de plus petite taille se situent au
centre de la pastille. On remarque également deux alignements presque paralléles de cristaux de
petite taille (doubles fleches blanches sur la photo en haut a gauche aprés 24 heures). On peut
supposer que ces deux lignes correspondaient a des fractures initialement présentes dans la pastille
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d’HAp et que celles-ci ont été progressivement comblées au cours de la cristallisation du COM. Apres
une période de 4 jours d’expérience, la majeure partie de la pastille est recouverte de cristaux de
COM. De plus, on remarque que les cristaux présentent une distribution en taille trés importante (de
5 a 80 um). Certaines parties de la plague d’HAp se décollent manifestement et semblent se déliter
(Figure 5-31, 4 jours, au centre). Aprés 3 semaines, toute la pastille est recouverte de cristaux de
COM de grande taille. Les interstices restants sont comblés par des cristaux de taille plus réduite.

iil. Solution aqueuse d’ions oxalates et citrates

Les expériences d’'immersion des pastilles d’'HAp ont été réitérées en présence d’ions citrates

(0,001 mol.L™), le pH initial étant supérieur au pKa; de 'acide citrique (pH initial de synthése = 6,6).

Figure 5-32 : Images MEB des pastilles d'HAp immergées dans une solution aqueuse d’oxalate de sodium (0,010 moI.L'l)
et de citrates (0,001 moI.L'l) pendant : 24 heures, 4 jours et 3 semaines. Les fleches noires montrent la surface frittée de
la pastille. Les fleches banches montrent le cceur non frittée (le long de la cassure).

Contrairement a I'expérience précédente (effectuée a dessein en pH acide), nous ne favorisons pas
nécessairement la dissolution de la pastille d’'HAp (a un pH initial de 6,6). La Figure 5-32 rend compte
des résultats obtenus pour I'ajout des ions citrates. Aprés 24 heures, la pastille d’HAp semble
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relativement intacte, mis a part quelques aspérités pouvant étre présentes juste apres le traitement
thermique, avant immersion. Aprés 4 jours, la surface située au centre de la pastille d’'HAp est
toujours intacte. En observant plus précisément les bords de la pastille, il est cependant possible de
mettre en évidence des cristaux de COM (~ 10 um de taille moyenne). Une fois encore, quelques
perforations sont également visibles (a I'image de ce qui a déja été observé sur la Figure 5-30 dans le
cas des expériences de contrble). Aprées 3 semaines, des cristaux de COM sont nettement visibles, a
la fois sur les bords (cristaux de grande taille, ~50 um), mais également au centre de la pastille
(Figure 5-32, 3 semaines, en haut au centre). Ces cristaux centraux sont beaucoup plus hétérogenes
en taille, et globalement beaucoup plus petits (~1 pum). Leur morphologie differe également, les
petits cristaux se présentant sous forme de plaquettes, au contraire des gros cristaux qui se
présentent sous la forme de COM. La derniére série d’images (Figure 5-32 (en bas), 3 semaines)
montre |'état général de la pastille. On remarque tres bien la formation de COM sur les parties non
frittées de la pastille. L'image a droite montre I'état de la surface non frittée.

R
20pm

Figure 5-33 : Images MEB des pastilles d'HAp immergées dans une solution aqueuse d’oxalates de sodium (0,010 moI.L'l)
et de citrates (0,001 moI.L’l) pendant 3 semaines.

La Figure 5-33 présente d’autres images obtenues par MEB pour une durée d’immersion de
3 semaines. Rappelons que dans le cas particulier de cette synthése, la dissolution de la pastille
d’HAp n’est pas favorisée particulierement par le pH. Sur le cliché en haut et a gauche, il est clair que
la surface exposée, frittée et donc tres peu poreuse, ne présence quasiment pas de cristaux. Ce n’est
pas le cas pour une surface beaucoup plus poreuse (cliché en haut et a droite). Le cliché en bas et a
droite montre clairement la limite entre zones peu poreuse et poreuse.
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iv. Synthése en présence d’extrait de thé vert

L'expérience d’'immersion des pastilles d’'HAp est effectuée désormais en présence d’extrait de thé
vert. Le pH n’a pas été modifié : il correspond donc a celui de la solution d’oxalate de sodium dans
I’extrait de thé (pH = 6,0). Pour cette manipulation, il faut garder en mémoire la présence d’oxalates
dans lI'infusion de thé (voir en particulier la Figure 5-30c).

24 hrs 5

4jrs

3 sem &

Figure 5-34 : Images MEB des pastilles d'HAp immergées dans une solution d’oxalate de sodium (0,010 moI.L'l) eten
présence d’extrait de thé vert pendant : 24 heures, 4 jours et 3 semaines.

Dés les premieres 24 heures, on observe sur la surface d’HAp la présence de nombreux feuillets .On
peut préciser que la filtration de I'infusion de thé aprés 3 semaines (4 jours également) donne une
poudre composée de ces feuillets (environ 1,5 X 2,5 um de surface et quelques nanometres
d’épaisseur) et de bipyramides (environ 3 um de coté). Ces feuillets, absents de I'expérience de
contrdle (voir Figure 5-30c), sont donc obligatoirement issus de l'interaction entre les ions oxalates,
les cations calcium issus de I’'HAp et les molécules de thé présentes dans le milieu. Cela est confirmé
par FTIR et leur signature correspondant a la phase de COM. Cet échantillon est donc identifié
comme un mélange d’oxalates de calcium COM (feuillets) et COD (bipyramides). Les morphologies
spécifiques du COT (en lamelles, en vert) et du COD (bipyramide, en bleu) sont également facilement
mises en évidence. Au bout de 4 jours d’'immersion, le feuilletage de la surface d’'HAp gagne en
importance, et un plus grand nombre de cristaux de COD sont présents. Une fois encore, on
remarque sur le cliché le plus a droite que les bipyramides de COD sont "insérées" dans la surface
d’HAp. Apreés 3 semaines, la majorité de la pastille est recouverte par des feuillets de COM. On
repere néanmoins quelques cristaux de COD et de COT. Enfin, on peut mentionner une fois encore la
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présence de perforations a la surface de I'HAp. De telles perforations avaient déja été observées
dans le cadre des expériences de contrdle, en absence d’ions oxalates (voir Figure 5-30).

V. Comparaison _morphologique entre échantillons synthétiques et calculs
rénaux

Dans cette section, nous allons comparer les résultats morphologiques obtenus in vitro dans les
paragraphes précédents avec les données de la littérature concernant principalement les calculs
rénaux (y compris la plaque de Randall). Il n’est pas question ici d’affirmer que notre compréhension
des phénomenes présents in vivo est désormais définitive. Nous notons seulement qu’il est possible,
en controlant le milieu de synthése, de s’approcher trés significativement de situations rencontrées
au niveau biologique. Les synthéses proposées sont de fait tres simplifiées par rapport a la
complexité des milieux biologiques (en particulier celui du rein), mais nous restons convaincu que de
cette approche peuvent émerger des pistes de réflexion intéressantes. Nous commengons par
comparer une plaque de Randall issue d’un calcul rénal et un mime synthétique décrit ci-dessus
(paragraphe 2).

SHm = 3.00kV

Spum = 7.00kV e — ) 2 5 UM —

Figure 5-35 : Images obtenues par MEB. a) Interface entre une plaque de Randall et des cristaux de COM d’aprés [37]. b),
c) Cristaux de COM synthétisés a partir d’une pastille d’HAp en présence de citrates (paragraphe 2.b).iii Figure 5-32) .d),
e) Cristaux de COM synthétisés sur HAp (frittée 3 1050°C), [Ox] = 2,4.10™" mol.L™ et f) Cristaux de COM synthétisés sur
HAp (frittée 2 800°C) 3 pH = 7,2 et [Ox] = 1.10™" mol.L™.

La Figure 5-35 présente cOte a cOte une plaque de Randall (Figure 5-35a) issue d’un calcul rénal et
des cristaux de COM obtenus en surface d’une pastille d’HAp (Figure 5-35b). En termes de
morphologie et d’ordre de grandeur de la taille des cristaux de COM, il ne fait aucun doute que le
mime synthétique se rapproche de la situation réelle observée in vivo. Rappelons ici que la synthese
a été conduite en totale absence de source extérieure de sel de calcium, démontrant ainsi la
dissolution partielle de la pastille initiale d’"HAp. Cela conduit a la remise en solution d’une certaine
partie des ions Ca”* et, consécutivement, a la cristallisation de la phase COM. A plusieurs reprises,
nous avons observé que les cristaux (COM, COD et COD en fonctions des conditions opératoires —
voir Figure 5-31 et Figure 5-34) étaient directement insérés dans la couche apatitique. Il en résulte
gu’aucune relation cristallographique particuliére entre 'HAp et I'oxalate de calcium considéré n’est
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nécessaire pour la croissance cristalline. L'orientation aléatoire des cristaux de COM ne donne aucun
indice sur la relation cristallographique entre le cristal HAp (hexagonale) et les cristaux de COM
(monoclinique). Lonsdale [38] suggere des relations épitactiques possibles entre les deux phases.
Cependant I'épitaxie ne semble pas étre le mécanisme majoritaire ici [34], [39], de fait de la
multitude d’orientations obtenue. Bien entendu, notre synthése des pastilles d’'HAp ne peut pas étre
considérée comme biomimétique, sachant que nous avons mis en ceuvre un traitement thermique a
tres haute température. Cependant, les pastilles obtenues ont pu servir de "plateforme" de synthése
nous permettant d’évaluer I'influence de différents parametres : nature du solvant, anions chélatants
du calcium, extrait du thé vert ... La simplicité de synthese et de mise en forme de cette "plateforme"
nous conforte dans l'idée de son utilité en physico-chimie, dans le domaine particulier de la
précipitation des oxalates de calcium. Signalons enfin que tous nos essais de précipitation d’'HAp a
partir de COM se sont soldés par des échecs. Cette simple observation va dans le sens de Ia
préexistence de la phase apatitique (plaque de Randall, donc) avant le phénomene de cristallisation
des oxalates de calcium.
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Figure 5-36 : Images MEB. a) et b) Cristaux de COM observés dans un calcul rénal d’aprés [7], c) Calcul rénal d’apres [40],
d) et e) Cristaux de COM synthétisés dans un gel d’agar-agar (voir section 1.a).iii.), f) Cristaux de COM observés dans un
calcul rénal d’apres [40], g) et h) Cristaux de COM synthétisés dans un gel d’agar-agar, i) Cristaux de COM observés dans

un calcul rénal d apres [40], j) et k) Cristaux de COM synthétisés dans la gélatine (1 % en masse) avec des solutions de
précurseurs préparées en présence d’une infusion de thé.

Un autre exemple de similitude morphologique est présenté sur la Figure 5-36. Le cliché de la
Figure 5-36a montre une coupe de calcul rénal, un zoom nous permet d’obtenir les Figure 5-36b et
36¢. On peut rapprocher sa morphologie (structure rayonnante convergeant vers un point central) a
des cristaux obtenus dans une des synthéses en gel (agar-agar). D’aprés Daudon et coll. [7], ce type
d’assemblage particulier de cristaux de COM est typique d’un calcul idiopathique de whewellite : ils
ne se forment donc a priori pas dans des conditions particuliéres. La Figure 5-36f montre un autre
type de morphologie, cet assemblage est assimilable a une "pelote de laine". De fait, on observe de
tels assemblages dans le cas d’une synthése de COM dans un gel d’agar-agar (voir paragraphe 1.a).iii.
et Figure 5-36g et 36h). In vivo, on retrouve cette morphologie particuliere dans le cas de calculs
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rénaux de patients atteints d’hyperoxalurie primaire de type 1. Cette maladie induit une
hyperoxalurie génétique qui différencie le mécanisme de formation des calcifications (d’ou cette
morphologie en forme de « pelote »). Lors d’une méme expérience en gel, un grand nombre de
morphologies différentes a parfois été mis en évidence (synthése dans I'agar-agar, Figure 5-36d, 36e,
36g et 36h). Cela peut s’expliquer par des conditions physicochimiques locales différentes, tantot en
hyperoxalurie (Figure 5-36g et 36h), tantot en conditions stoechiométriques (Figure 5-36d et 36e).
Enfin la Figure 5-36i montre une morphologie beaucoup plus rare, en forme de « bateau ». Ce type
d’assemblage est beaucoup moins fréquent et reflete probablement la formation de calculs
« transitoires » avec une cristallisation rapide sur une courte période de temps. On retrouve cette
morphologie le plus souvent sur une petite partie de la calcification et plus généralement dans son
noyau. Dans nos synthéses, nous avons observé des cristaux en forme de « bateau » lors d’une
expérience en gel avec des précurseurs préparés a base d’une infusion de thé, Figure 5-36j et 36k. I|
est possible que les molécules actives de linfusion de thé aient stabilisé cette morphologie
particuliere. On peut néanmoins noter la différence de taille des cristaux entre les clichés. A I'échelle
macroscopique, une classification a été adoptée en fonction des morphologies. Cing sous types de
calculs de whewellite (COM) ont été définis [41]. Ces catégories permettent une meilleure
identification pour la pathogénése et donc une meilleure compréhension des conditions de
formation des calcifications. Il est assez surprenant de noter que la morphologie de COM la plus
présente dans nos syntheses in vitro est celle que nous avons qualifiée de « pince a linge » alors que
cette morphologie est totalement inexistante dans les calculs rénaux. En ce qui concerne le COD, il a
été difficile voire méme impossible de synthétiser des cristaux de taille supérieure a 10 um.

La Figure 5-37 rend compte de la ressemblance entre les cristaux de COD synthétisés dans ce travail
(Figure 5-37b) et un calcul rénal (identifié comme COD) plongé dans un milieu chélateur de calcium
(infusion de thé) (Figure 5-37a).
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Figure 5-37 : Images MEB. a) Calcul rénal COD plongé dans une infusion de thé vert, d’aprés [4] b) Cristaux de COD et
COM (en rouge) synthétisés dans un gel d’agar-agar sans thé.

En effet, de maniéere identique la surface semble étre percée de cavités réguliéres de quelques
centaines de nanometres. |l se peut que le calcium soit consommé a partir de la surface par les
ajouts : catéchines, ions citrates ou molécules d’agarose [42], [4], [28]. En plus d’avoir des propriétés
diurétiques, le thé permet d’obtenir davantage de phase COD. Pour se faire, I'extrait de thé inhibe la
formation de la phase COM (stable thermodynamiquement) et chélate le précurseur de calcium pour
conduire vers la formation de la phase dihydratée. Lorsque du thé est mis en présence du COD (post-
synthese), les catéchines, présentes dans I'infusion, vont dégrader les surfaces des bipyramides, que
ce soit a partir d’échantillons de calculs rénaux (Figure 5-37a) ou d’échantillons synthétiques
(Figure 5-37b). D’apres les travaux cités ([42], [4], [28]), lorsqu’un calcul de whewellite est mis en
présence de thé, les catéchines permettent une transformation de la whewellite (COM) en
weddellite (COD). Cependant ce résultat n’a pas été observé dans nos expériences. Il est intéressant
de noter que contrairement au COD, la surface de COM n’est pas autant altérée (Figure 5-37b en
rouge) dans cette expérience. Globalement, les catéchines du thé permettent: (i) d’inhiber la
cristallisation de la phase COM, (ii) de favoriser la cristallisation de la phase COD, (iii) de dégrader les
cristaux préexistants de COM et de COD. Les cristaux de weddellite (COD) semblent présenter une
moins bonne adhérence aux tissus biologiques des reins [28], ce qui permet une meilleure
élimination contrairement a la whewellite. Les catéchines du thé semblent, a priori, une alternative
potentielle au traitement des calcifications pathologiques.
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3. Synthéses en conditions microfluidiques

a) Contexte des travaux

Comme expliqué dans l'Introduction, le néphron est I'unité structurale et fonctionnelle du rein
composé d’'un réseau complexe de canaux (Figure 5-38). Les lithiases urinaires peuvent se former
dans la partie distale de la structure du rein, le tube collecteur, qui est la zone ou se concentrent les
urines. On rencontre également des calcifications ectopiques ou tissulaires de type plaque de
Randall, ou la nucléation/croissance des oxalates de calcium se fait a partir d’'une matrice hybride
organique/inorganique composée de fibres protéiques couvertes de sphérules d’apatite présentes
dans les tissus.

a b Artérioles
1/ s Tubule distal

-
Glomeérule

Tubule proximal 7/ 3

- ~Bassinet - Tuﬁe "
Anse de Henlé «__ R
Uretére %
Plaque de Randall /
(Hydroxyapatite) =~ -@ ~ \_/
Calcul rénal "~ ; 5
Bassinet

(Oxalate de calcium)

Figure 5-38 : Schéma a) d’une coupe de rein et b) d’'un néphron (modifié d'apres [34]).

Les débits considérés dans les tubules des néphrons sont de |'ordre de 0,3 ml.min™ a 10 ml.min* avec
autour de 200000 a 2,5 millions de néphrons par rein [43]. Si I'on considere que 10 néphrons
donnent naissance a un tube collecteur, le débit dans le tube collecteur serait de 10,0 nl.min™. Chez
I’'homme, les tubes collecteurs (en sortie de néphrons) ont un diametre de I'ordre de 100 um [44]. Un
calcul simple du nombre de Reynolds montre ici que les régimes d’écoulements sont essentiellement
laminaires (Re << 2000). De ce fait, la cristallisation dans le rein est contrélée par diffusion des
especes ioniques. De plus, la cristallisation in vivo se fait sur des processus longs a I'échelle de
I’expérience de laboratoire (quelques heures a quelques semaines) avec un apport renouvelé de
solutions qui maintient localement la sursaturation.

Dans les urines, les concentrations physiologiques en calcium et oxalate sont comprises entre 0,1 et
10 mM. On note la présence d’inhibiteurs de croissance dans les fluides biologiques qui vont
entrainer des processus de nucléation lents. Ces concentrations ne sont pas constantes et ont
tendances a varier en fonction du régime alimentaire du patient. En d’autres termes, les facteurs de
sursaturation sont faibles et la prédominance des surfaces des parois sur le volume de fluide
biologique peuvent favoriser les mécanismes de nucléation hétérogéne dans le néphron. Cette
supposition est particulierement justifiée dans le cas des plaques de Randall qui jouent un rdle de
« catalyseur » de nucléation au niveau des parois tissulaires [33].

Nous proposons ici une approche microfluidique pour modéliser les écoulements dans le tube
collecteur du néphron. Un montage en « Y » avec injection de chacun des précurseurs (CaCl, et
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Na,C,0,4) dans chaque branche du Y a été développé. Les résultats ont donné lieu a la publication
d’un article présenté ci-dessous.

b) Résultats obtenus en synthése microfluidique
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The effect of mixing calcium and oxalate precursors by diffusion at
miscible liquid interfaces on calcium oxalate crystalline phases,
and in physiological conditions (concentrations and flow rates), is
studied using a microfluidic channel. This channel has similar
dimensions as the collection duct in human kidneys and serves as
a biomimetic model in order to understand the formation of
pathological microcalcifications.

During the last decades, epidemiological studies have
suggested an increased frequency of kidney stone (KS)
diseases affecting up to 10% of the industrialized
population.’ Nowadays, most of the kidney stones are made
of calcium oxalate (CaOx) crystalline aggregates.” Due to these
alarming perspectives, a large number of investigations have
been dedicated to in vitro crystallisation methods.* Their aim
is to study the impact of local physico-chemical variations on
the formation of the stable CaOx monohydrated form
whewellite (calcium oxalate monohydrate, COM) or the less
stable CaOx dihydrated form weddellite (calcium oxalate
dihydrate, COD). However, some studies pointed out the fact
that the morphology and the nature of CaOx phases could be
significantly affected by the flow procedure used for
precipitation.*
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Calcium oxalate precipitation by diffusion using
laminar microfluidics: toward a biomimetic model
of pathological microcalcificationsy

G. Laffite,®® C. Leroy,” C. Bonhomme,® L. Bonhomme-Coury,® E. Letavernier,©

M. Daudon,® V. Frochot,© J. P. Haymann,© S. Rouziére,? I. T. Lucas,® D. Bazin,*®
F. Babonneau® and A. Abou-Hassan*?

Indeed, CaOx crystals leading to stones appear at the end
of the collecting duct, which is the most distal part of the
kidney  tubular  structure responsible for  urine
concentration.>* The human diuresis (urine secretion) varies
between 0.3 ml min™" and 10.0 ml min™ with an average
nephron (urine forming unit) number ranging from approxi-
mately 200 000 to more than 2.5 million in human kidneys.’
Considering that about 10 nephrons give birth to one single
collecting duct, the flow rate inside one collecting duct is
around 10.0 nl min~" under a standard diet in human beings.
Such a flow rate is in the order of magnitude to those
injected in microsystems. Moreover in humans the diameter
of a collecting duct is ~100 um (which can be easily mim-
icked using microchannels).® 1t follows that urine flow is lam-
inar in collecting ducts.” Finally, it is anticipated that KS
growth kinetics should be mainly controlled by diffusion gra-
dients in a state of continuous flow with a constant replen-
ishment of oxalate and calcium solutions (i.e. maintaining a
constant supersaturation (SS) state). Such gradients can be
easily reproduced using a microfluidic channel. In conclu-
sion, it appears clear that a biomimetic model using micro-
fluidics can be built to mimic the conditions for CaOx precip-
itation in kidneys.

Due to their small dimensions, flows are laminar in con-
tinuous microfluidic devices and mixing occurs by molecular
diffusion at the dynamic interfaces of two or several miscible
liquids. Previously, the laminarity of the flow has been used
to generate structures by patterning of metals, organic poly-
mers, inorganic crystals, and ceramics at interfaces.® More-
over a laminar microfluidic device offers great potential to
mimic organs on chips.’ For instance, Wei et al.'® developed
a bio-inspired kidney model to understand the molecular
and pharmacological basis of calcium phosphate stone for-
mation in the epithelial or other similar cellular microenvi-
ronments. To the best of our knowledge, investigating the ef-
fect of diffusive mixing on the crystalline phases of calcium
oxalate obtained at miscible liquid-liquid dynamical inter-
faces in a microfluidic device and in the physiological
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conditions (concentrations and flow rates) has never been
reported. Such a biomimetic model is important in order to
understand the formation of pathological microcalcifications.

The principles of our experimental approach are illus-
trated in Fig. 1a. The upper part of the device is composed of
a “Y-shaped” polydimethylsiloxane (PDMS) microchannel
where calcium and oxalate precursor solutions are injected
through separated inlets in the microchannel, mixed by mo-
lecular interdiffusion at the interface and resulting in the
precipitation of CaOx crystals in the interdiffusion zone.

The initial mold used for PDMS replication is fabricated
using a standard soft lithography process described in ESL}
The microchannel dimensions are fixed to 5 cm in length,
100 pm in width and 100 um in depth to correctly mimic a
collecting duct in human kidneys. In contrast to the standard
elastomer-based device fabrication process, we selected a re-
versible sealing assembly'' in order to remove the upper
PDMS part from the flat support substrate. For that purpose,
we manufactured a specific metallic holder to maintain me-
chanically a homogeneous compression between both parts
of the microchannel and to avoid any leakage (see Fig. 1b).
This technological solution is selected for several purposes:
first, the very small amount of synthesized crystals (a maxi-
mum quantity of 1 mg could be obtained in a hypothetic
integral filling of the microchannel) is not suitable for ex situ
analyses such as ">C solid state NMR in natural abundance.
As a consequence, it is of paramount importance to charac-
terize the crystals directly inside the microchannel. Secondly,
the reversible sealing assembly is not limited to standard ma-
terials (PDMS, flat glass or silicon) to close the microchannel
on the bottom part. Microscope glass slides have been se-
lected for X-ray diffraction (XRD) analysis and for observa-
tions using field emission scanning electron microscopy
(SEM) as well as for Raman scattering experiments. Although

Retrieving PDMS

n

(a) Crystals precipitation Crystals characterization

i 1 1
¥ 3 1} =
G0, Interdiffusion interface CaOx precipdates
b Flat substrate
t ' PDMS 1
Compressive forces SEM, FT-IR, XRD, Raman diffusion

Ty Az

(b)

Fig. 1 a) Principle of the dismountable two-phase laminar flow micro-
fluidic device used for the synthesis and characterization of precipi-
tated CaOx crystals. b) Image of the microfluidic device assembled
within the compressive metallic holder. c) Optical micrograph showing
the “conic shape” precipitation of CaOx crystals at the dynamic inter-
face in the zone of molecular interdiffusion.
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coupling these techniques to microfluidic systems have been
described separately using different geometries and materials
due to the requirements of each technique,'” herein the re-
versibility of our microfluidic system allows us to undergo
different characterizations on the same channel as well as
the same sample without any technical limitations, thus
avoiding the problems of reproducibility from one channel to
another.

To initiate the precipitation of the CaOx crystals, the two
inlets of the microchannel were filled with a calcium chloride
aqueous solution at 12.0 mmol L™ and a sodium oxalate
aqueous solution at 0.40 mmol L™, respectively. These con-
centrations correspond to hypercalciuria and moderate
hyperoxaluria, which are frequent settings in kidney stone
formers and relate statistically to the presence of both COM
and COD phases in patient urine and stones.’* Two syringe
pumps (Harvard apparatus, Pico 11 plus) were used to inject
both precursors with flow rates set to 1 ul min". After 2
hours at room temperature (22 °C), a dark conic shaped film
appeared at the dynamic interface in the zone of molecular
interdiffusion. Precipitation progressively increased toward
the outlet (see Fig. 1c). At the end of the experiment, both
parts of the microchannel are retrieved from the metallic
holder. The glass slide support (with the CaOx crystals) is
rinsed thoroughly with deionized water and ethanol. Finally,
the slides were stored at 4 °C to limit the transformation of
the unstable COD phase into the stable COM phase.

SEM observations performed on the channel walls such as
in Fig. 2 show different crystal shapes and sizes (ranging
from 1 to 20 pm), depending on the lateral position (perpen-
dicular to the flow) in the precipitation cone. Trying to ratio-
nalize qualitatively these observations, the concentration of
each precursor and the resulting SS (see ESIf for the defini-
tion and Fig. S1-S3) gradients established due to diffusion
under laminar flow in the microchannel were calculated
using COMSOL multiphysics. Nucleation and growth of CaOx
involve homogeneous and heterogeneous phenomena and
have been largely studied in different media including

Calcium Interdiffusion zone Oxalate

Fig. 2 SEM image of precipitated crystals obtained in the microfluidic
device from oxalate and calcium solutions at the dynamic interface.
The white inset shows a zoom of the upper part of the precipitate
containing twinned crystals. The red inset shows a zoom of the lower
part of the precipitate containing mixed twinned and tapered
bipyramid crystals.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 3 a) Optical image of a portion of the microchannel, and b)
corresponding Raman mapping for two spectral regions, 1452-1468
cmin green and 1470-1480 cm™ in blue. The Raman spectra A and B
correspond to the A and B zones indicated in b).

artificial and natural urine.*® It is well accepted that the driv-
ing force of CaOx nucleation is the SS. When SS > 1 and in
the zone of unstable SS, CaOx nucleates and grows.'*” As can
be seen in Fig. 2 the biggest crystals of CaOx are located at
the centre of the precipitate, i.e. in the middle of the channel
where the SS is at a maximum (ESL;} Fig. S3). From the center
to each edge, a gradual decrease of crystal sizes is observed
which is correlated as well to a progressive decrease of oxa-
late (or calcium) concentrations and consequently of SS. Out-
side the precipitation cone, no nucleation is observed be-
cause the supersaturation regime was not reached. In the
upper region of the image (rich in oxalate), a majority of
twinned crystals representative for the COM phase were ob-
served (see white inset in Fig. 2)."* In terms of physiology,
this condition corresponds to a low calciuria with a moderate
hyperoxaluria inducing more frequently the predominant oc-
currence of the COM phase in patient stones.* In the lower
region of the image bipyramids (representative for the COD
phase), were additionally observed."” At that location, the ox-
alate concentration is lower than the calcium concentration,
which physiologically corresponds to hypercalciuria with a
low oxaluria inducing indeed the presence of the COD phase
in patient urine stones more frequently.*

XRD diffraction experiments were performed on the pre-
cipitate obtained on a microscope glass slide, which is not
the best suited substrate due to high scattering: only the
COM phase was clearly identified as presented in ESIf
(Fig. S4). ATR FT-IR spectra of the precipitated crystals were
also recorded in the upper and lower regions of the micro-
channel (see Fig. S5 in ESIf): the resulting spectra confirm
the presence of the COM phase in the upper region, but fail
to clearly identify the COD phase. Indeed, the identification
of COM and COD in a mixture has been reported to be diffi-
cult to establish by FT-IR, especially when one compound
(COM) is in excess.'® Furthermore, the low signal to noise in-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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herent with the ATR-FT-IR imaging system that was used
didn't help for this purpose.

We thus decided to rely on Raman scattering experiments
to distinguish COM and COD phases, which is rather
straightforward with this spectroscopy since COM is charac-
terized by two Raman bands at 1463 and 1490 cm™’, while
COD presents only one Raman band in this frequency range,
at 1472 ecm " A portion of the microchannel where the two
crystal morphologies found by SEM could be seen (Fig. 3a)
was imaged thanks to a Raman microscope (Fig. 3b). The two
types of crystals, twinned crystals (A zone) and bipyramids (B
zone) indeed correspond to two different Raman spectral re-
sponses that are in total agreement with COM and COD
phases, respectively. Raman mapping is indeed a powerful
technique to distinguish between the two CaOx phases pres-
ent in the microchannel and definitely strengthen the inter-
pretation proposed from the SEM experiments.

In this work, the effect of mixing by interdiffusion on cal-
cium oxalate crystalline phases from calcium and oxalate pre-
cursors at miscible liquid interfaces and under physiological
conditions (concentrations and flow rates) was studied using
a microfluidic channel. Such a channel had similar dimen-
sions as the collection duct in human kidneys and acted as a
biomimetic model in order to understand the formation of
pathological microcalcifications. Moreover due to the versatil-
ity of the microsystem, structural characterizations on the
CaOx crystals in the microchannel could be performed using
SEM, ATR FT-IR, Raman diffusion and XRD techniques. In
agreement with observations related to urinary lithiasis in pa-
tients, the variation in oxalate and calcium concentrations
along the lateral section of the microchannel oriented the
preferential formation of COM or COD phases. These prelimi-
nary results highlighted the potential of microfluidic devices
to obtain crystalline phases relevant to human pathological
calcifications. Moreover, our microfluidic approach opens up
new opportunities to study the mechanisms leading to the
first steps of kidney stone formation in collecting ducts. In
the near future, the influence of various physico-chemical pa-
rameters such as the role of biological fluids (urea, ionic
salts...) and growth inhibitors (citrate, catechine...) will be
investigated quantitatively.
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4. Conclusion

Au cours du Chapitre 5, nous avons développé et adapté des synthéses se rapprochant des
conditions prévalant in vivo. Le but premier était tout d’abord d’obtenir des cristaux de taille
importante présentant des morphologies définies (« pince a linge » pour le COM et bipyramides pour
le COD) afin d’étudier I'impact de différents chélatants tels que I'ion citrate ou les catéchines du thé.
L'utilisation de ces chélatants a dans un premier temps été étudiée a partir des synthéses en goutte a
goutte telles que présentées dans le Chapitre 1. Ces ajouts ont permis I'obtention de bipyramides de
COD que nous ne pouvons obtenir par synthése classique.

Les syntheses en gel nous ont permis d’atteindre le premier objectif, a savoir I'obtention de cristaux
de grande taille. Cependant, la plupart de ces gels se sont avérés non inertes vis-a-vis des cristaux
formés. De plus, nous avons pu mettre en évidence l'incorporation de la matrice de croissance lors
des synthéses au sein méme de certains des cristaux formés. Ceci démontre la diversité des
mécanismes de cristallisation pour une méme expérience (incorporation ou non du gel) et donc
I’hétérogénéité des morphologies et des phases formées. L'obtention de mésocristaux de COM a pu
étre obtenue par densification du gel de synthese ainsi que par I'augmentation de la croissance en
homo-épitaxie (et ce grace a l'incorporation de macromolécules compensant les défauts du réseau
cristallin).

Les expériences présentées dans ce Chapitre ont soulevé d’autres questions concernant les
compositions locales de cristallisation. En effet il est connu que I"hypercalciurie favorise la formation
de COD alors que I’hyperoxalurie favorise la cristallisation du COM (avec une morphologie
particuliere en « pelote »). Or, il n’a pas été rare d’obtenir lors d'une méme expérience les deux
phases d’oxalates de calcium, prouvant ainsi des différences « d’environnements locaux » lors de
leur formation. L’hypercalciurie et I’hyperoxalurie sont donc des parametres de cristallisation qui ont
une influence extrémement importante sur la phase d’oxalate obtenue. Grace aux syntheses en gel,
nous avons pu obtenir des cristaux micrométriques présentant des morphologies proches de celles
rencontrées couramment dans des calcifications. Afin de nous rapprocher encore plus des conditions
de calcification, nous avons tenté de synthétiser des oxalates de calcium a partir d’une pastille d’'HAp
synthétique. L'idée était ici de mimer la nucléation de la whewellite (COM) sur la plaque de Randall.
Fort du succes de cette approche, nous avons ensuite mis en jeu des ions citrates et des molécules
extraites du thé vert. Les résultats ont montré des croissances hétérogénes mimant de fagon
surprenante la plaque de Randall et les cristaux d’oxalate associés.

Enfin nous avons réalisé, en collaboration avec le laboratoire Phenix (Physicochimie des Electrolytes
et Nanosystémes interfaciaux), des synthéses dans des conditions microfluidiques (écoulement
laminaire). Cela permet une nouvelle fois de nous rapprocher de conditions in vivo en nous plagant
dans le méme type de confinement que celui d’un tube collecteur du rein. Ces expériences ont mis
en évidence la possibilité de nucléation homogéne en fonction de la supersaturation des ions
impliqués. Récemment, des tests ont été effectués avec des ions citrates et de I'EDTA (fort
complexant du calcium) afin de corroborer les observations expérimentales. Des expériences
concernant I'ajout d’apatite et de collagene ont été également menées. Toutes ces perspectives
nécessiteront un long travail exploratoire a venir.
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Conclusion générale

Les travaux de cette these ont été largement exploratoires, tant en science des matériaux qu’en
spectroscopie RMN/DNP. Un effort particulier a été porté sur I'analyse détaillée des phosphates et
oxalates de calcium, dans le cadre plus large des calcifications pathologiques. La collaboration avec
des praticiens a I’hdpital Tenon de Paris nous a permis d’identifier en effet certains « challenges »
spectroscopiques qu'il nous a semblé intéressant de relever.

Sachant que le but ultime de notre démarche était de proposer une méthodologie RMN/DNP
applicable a un ensemble de calcifications pathologiques (calculs rénaux, plaque de Randall), une
large part de ce manuscrit est consacré a la synthése de composés modeles, de type apatite
substituée (en carbonates et en sodium) et oxalates de calcium (COM, COD, COT, ACO, COAnh). Les
protocoles de synthése ont été largement détaillés de facon a obtenir des phases « a facon »:
composition chimique, morphologie, taille moyenne des cristaux. Plusieurs voies de synthéses ont
été explorées : précipitation en voie agqueuse, croissance en gel, synthéses en présence de vapeurs
d’ammoniac. Les cristaux et nanoparticules obtenus ont été systématiquement étudiés par
différentes techniques complémentaires : DRX sur poudre, FTIR, MEB et RMN multinucléaire et
multidimensionnelle. En particulier, nous avons démontré que la RMN **Ca MAS 3 ultra-haut champ
magnétique était une approche possible pour I'étude détaillée des composés contenant du calcium.
La RMN 3C CP MAS nous a permis d’enregistrer des signatures spectroscopiques trés caractéristiques
pour COM, COD, COT, ACO et COAnh. Une assez grande variabilité du spectre *C CP MAS de la phase
COM en fonction du processus synthétique a été mise en évidence. Notons que dans ce cas, les
caractérisations par FTIR et DRX sur poudre étaient strictement identiques. Ceci démontre que la
spectroscopie RMN *C est ici particulierement sensible a de subtiles modifications locales de
I’environnement chimique (ceci se traduit par des shifts de I'ordre de quelques fractions de ppm). Les
études sous rotation MAS a fréquence variable ont clairement démontré des effets de température
et/ou de pression nets sur les spectres de COM, COD et COT. COD et COT se transforment en COM de
maniere irréversible mais avec des chemins réactionnels différents. La phase COM se transforme de
maniere réversible en une phase, dont le spectre se rapproche de celui de la phase ACO tres
récemment publiée par Hajir et coll.. Les auteurs dénomment cette phase ACO sur la base de
I'absence de pics de diffraction en DRX sur poudre. L'observation de pics °C, certes élargis, mais
relativement distincts indique qu’un ordre local existe.

Les principaux résultats spectroscopiques concernent la mise en place d’un protocole robuste
d’études par DNP CP MAS. L’étude de nanoparticules d’apatite substituée par des ions CO;* et Na* a
démontré que des gains en temps expérimentaux de I'ordre de ~ 550 pouvaient étre facilement
atteints pour peu que la préparation de I'échantillon soit optimisée. Des expériences « impossibles »
a implémenter par RMN (haut champ) standard ont été rendues possibles grace aux gains DNP. Nous
citerons a titre d’exemples les expériences 2D *C—C SPC5 et 'H-**Ca HETCOR en abondance
naturelle (pour *Ca).

L’extension de I'approche DNP CP MAS a I'étude des phases d’oxalate de calcium hydraté (COM,
COD, COT) a soulevé de nombreux problémes relatifs au choix du « DNP juice ». Dans le cas de la
phase COM, le mélange {TEKpol/d-TCE/TCE} s’est avéré étre adéquat pour I'enregistrement treés
rapide de spectres 2D "H-"C HETCOR. Une trés haute résolution sur les deux dimensions a permis de
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donner une attribution compléte des signaux (*H, *C) sur la base des 16 corrélations observées. A
cette occasion (expériences a ~ 100 K), nous avons démontré que I'approche GIPAW, pour laquelle
les calculs sont effectués a 0 K, prenait tout son sens.

Les acquis relatifs aux composés de référence ont été ensuite élargis a une étude préliminaire de
calculs rénaux et de plaques de Randall. Nous avons en particulier démontré que I'approche DNP CP
MAS était parfaitement adaptée a I'’étude d’échantillons de faible masse comme a plaque de Randall
unique. L’étude des KS par DNP CP MAS a mis en lumiere la complexité de 'approche dans le cas de
nano(bio)composites organiques-inorganiques. Le probléme de la quantification de tels systémes
reste ouvert. Il en est de méme des connectivités présentes au niveau des interfaces organiques-
inorganiques. Des expériences trés spécifiques “C—>'P, *C-*'P—*Ca.. devraient ouvrir de
nombreuses pistes de réflexion dans un futur trés proche.

Nous avons également tenté de nous rapprocher de conditions de synthéses « compatibles » avec la
physiologie particuliere des calcifications : syntheéses en présence d’ions chélatants du calcium, des
protéines (gélatine), synthése en montage microfluidique. Nous sommes désormais a la téte d’une
« plateforme » synthétique permettant de « manier » des cristaux de composition et de taille
variables ; des faces cristallines particulieres, des associations entre cristaux inorganiques et
molécules organiques, des attaques chimiques ciblées via des ions chélatants voire des molécules
naturelles.

Une fois encore, la caractérisation détaillée des interfaces organiques-inorganiques reste un objectif
excitant. Des résultats préliminaires montrent que les spectres 1D *C CP MAS des phases COM et
COD subissent des élargissements qu’il est sans doute possible d’attribuer aux interactions entre
phases minérales et molécules organiques/biologiques. Il est prévisible que de fortes différences au
niveau de la mobilité caractéristique des composants existent: il en résulte de fortes variations
concernant les valeurs de Ty, Ty, Tcp Optimales lors de I'expérience CP etc. A ce titre, les méthodes
d’édition spectrale que nous avons mises en place dans le cadre de I'étude des KS sera d’une utilité
toute particuliere. L'approche DNP CP MAS ouvre quant a elle de nombreuses perspectives quant a
I’étude des matériaux issus de notre « plateforme » synthétiques.
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