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Introduction générale

Le tissu osseux est une structure vivante dynamique en perpétuel renouvellement grace au
phénomeéne de remodelage osseux. |l s’agit d’'un processus continu qui consiste a la résorption
(dégradation) de I'os ancien et la formation d’'une nouvelle matrice osseuse qui a la particularité
d’étre minéralisée. L’équilibre entre la résorption et la synthése de la matrice osseuse est
principalement régulé par les cellules osseuses. Dans le cas de |ésions ou la perte osseuse
est importante, ce processus naturel de régénération peut s’avérer insuffisant. L’apport de
substituts osseux tolérés par l'organisme devient alors nécessaire afin de combler ou
remplacer une perte osseuse. La composition chimique de ces substituts peut étre similaire a
celle du minéral osseux qui est assimilé a une apatite phosphocalcique poly-substituée et
lacunaire de formule chimique simplifiée [1] : Cag3(POa4)43(CO3)1,0(HPO4)0,7(CO3,0H)o3. Les
céramiques a base de phosphate de calcium sont alors de bonnes candidates pour des

applications en ingénierie tissulaire osseuse.

Parmi les céramiques phosphocalciques, I'hydroxyapatite synthétique (HA) de formule
chimique Caio(PO4)s(OH)2 est une céramique biocompatible et bioactive largement utilisée
comme substitut osseux depuis plusieurs années. En effet, sa composition chimique proche
de celle du minéral osseux lui permet de conduire une repousse osseuse en étant en contact
direct avec l'os. Cependant, la bioactivité limitée des matériaux a base d’hydroxyapatite
synthétique (HA) les rend faiblement résorbables pour une ostéointégration rapide de I'implant.
La substitution partielle de groupements ioniques de I'hydroxyapatite par des groupements
silicates ou des groupements carbonates a alors fait I'objet de plusieurs études au cours de
ces derniéres années. L’incorporation du silicium par exemple dans la structure apatite (SixHA,
Ca1o(PO4)sx(SiO4)x(OH)2x) semble améliorer sa bioactivité [2] et joue un réle important dans
la formation osseuse et la calcification [3]. L'ajout des ions carbonates dans la structure de
'hydroxyapatite (CagHA, Caio-x(PO4)s- x(CO3)x(OH)2.42y(CO3),) permet d’obtenir une
hydroxyapatite carbonatée de formule chimique tres proche de celle de I'os qui contient entre
3 et 8 % d’ions carbonates. Cette substitution semble quant a elle améliorer la résorbabilité du
matériau [4]. Les biocéramiques poreuses en HA, en SiHA et en CHA sont ostéoconductrices
et favorisent donc la repousse osseuse lorsqu’elles sont en contact direct avec I'os, permettant
ainsi la pénétration de I'os néoformé au cceur de la structure poreuse de I'implant. Cependant,
cette propriété d’ostéoconduction est limitée a des substituts osseux de petite taille (environ
1 cm3). Elle demeure donc insuffisante lorsqu’il s’agit de régénérer de larges pertes de
substances osseuses de grande taille, dans lesquelles le contact direct avec I'os ne se fait
qgu'en périphérie de la zone a reconstruire. En effet, les biocéramiques ne sont pas

ostéoinductrices, c’est-a-dire, qu’elles ne sont pas capables d’'induire la formation de tissus
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0sseux sans étre en contact direct avec 'os. L’enjeu actuel en ingénierie tissulaire réside alors
dans le développement d’'une nouvelle génération de biomatériaux ostéoinducteurs, offrant la
possibilité d’'une croissance osseuse sur des zones larges n’étant pas en contact direct avec
I'os natif. Cette propriété d’ostéoinduction peut étre obtenue soit en développant des matériaux
biphasiques avec une microstructure poreuse adaptée, soit en associant des matériaux

inorganiques a des protéines d’intérét impliquées dans la formation osseuse.

Ce travail de thése s’inscrit dans ce contexte général de développement de substituts osseux
en céramiques phosphocalciques ostéoinducteurs pour la réparation de grands défauts
osseux et fait suite aux travaux développés par I'équipe biocéramiques du laboratoire IRCER.
Afin de développer cette propriété d’ostéoinduction et donc améliorer I'ostéointégration des
biocéramiques par I'environnement biologique, notre choix s’est porté sur la fonctionnalisation
de surface par des protéines d’intérét impliquées dans [I'adhésion cellulaire, la
biominéralisation et I'angiogenése. Une compréhension des interactions physiques et
chimiques entre biomatériaux et protéines lors de cette fonctionnalisation est donc essentielle.
Pour cela, nous avons choisi de caractériser les interactions physiques
protéines/biocéramiques par spectroscopie de force en utilisant un microscope a force
atomique et les interactions chimiques protéines/biocéramiques par Imagerie Raman. La
fonctionnalisation par liaison covalente devrait permettre de contréler la densité surfacique en
protéines présentes en surface de la céramique et éviter ainsi leur libération rapide et non

contr6lée en milieu biologique.

Le premier chapitre de ce mémoire est consacré aux rappels bibliographiques nécessaires a
la compréhension de I'étude expérimentale réalisée dans cette these. Une premiére partie est
consacrée au tissu osseux en mettant en évidence sa composition, son remodelage et les
mécanismes impliqués dans sa vascularisation. Les propriétés des substituts osseux en
apatite phosphocalcique utilisés dans ces travaux ainsi que leurs différentes interactions avec
le milieu biologique y sont exposées. Les protéines d’intérét, notamment la fibronectine et le
VEGF (pour Vascular Endothelial Growth Factor) qui ont été retenues pour I'étude ainsi que
les différentes stratégies de fonctionnalisation de la surface des céramiques sont également
détaillées. Enfin un état de I'art sur l'utilisation des différentes techniques de caractérisation

pour la mise en évidence des interactions protéines/biocéramiques est présenté.

Le deuxieme chapitre est dédié a la synthése, la mise en forme et la caractérisation des
différentes céramiques phosphocalciques en hydroxyapatite, en hydroxyapatite silicatée et en
hydroxyapatite carbonatée utilisées durant ces travaux. Le protocole multi-étapes utilisé pour
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la fonctionnalisation de la surface des céramiques phosphocalciques par les protéines est
présenté puis détaillé étape par étape.

Le troisieme chapitre a pour objectif la mise en évidence de la fonctionnalisation de
céramiques phosphocalciques par spectroscopie de force et imagerie Raman. La premiére
partie concerne les interactions physiques entre la fibronectine, protéine d’adhésion cellulaire
et les céramiques denses en HA, en SiHA et en CHA. L'influence de la topographie et de la
composition chimique sur les forces d’adhésion protéines/céramiques est discutée. Une
seconde partie est consacrée au suivi par imagerie Raman de la fonctionnalisation des
ceramiques en HA et en CHA par le VEGF, protéine impliquée dans I'angiogenése. La
caractérisation de chaque étape de fonctionnalisation par spectroscopie de photoélectrons X
et microscopie a force atomique viendra appuyer les résultats obtenus par imagerie Raman.

L’influence de la nature du substrat sur la fonctionnalisation sera discutée.

Enfin, ce manuscrit se terminera par une conclusion générale qui reprendra I'ensemble des
résultats obtenus au cours de ce travail de these en mettant en avant les étapes clés qui ont
contribué a 'avancée dans la compréhension de la problématique générale du développement

d’'une nouvelle génération de biomatériaux ostéoinducteurs.
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Chapitre I. Etude bibliographique

Dans ce chapitre, certains aspects fondamentaux sur le tissu osseux, son fonctionnement ainsi
que les phénoménes impliqués dans sa vascularisation sont exposés dans une premiéere
partie. Les substituts osseux en apatite phosphocalcique et leurs interactions avec le milieu
biologique sont présentés en deuxiéme partie. La troisieme partie est consacrée, d’'une part
aux biomolécules d'intérét utilisées dans ce présent travail, et d’autre part, aux différentes
voies de fonctionnalisation de surface des substituts osseux phosphocalciques permettant de
leur conférer des propriétés ostéoinductives. Enfin la derniére partie de ces rappels
bibliographiques est dédiée aux techniques de caractérisation utilisées pour la mise en

évidence des interactions protéines-substituts osseux.

I.1. Tissus osseux et vascularisation

1.1.1. Tissu osseux

Le squelette joue le role de support mécanique et de protection des organes. Il s’agit d’un tissu
dynamique constamment remodelé ce qui permet la libération et le stockage de sels
minéraux : les os contiennent 99 % du calcium et 85 % du phosphore total du corps humain.
Le tissu osseux est un tissu conjonctif constitué de cellules dispersées dans une matrice, la

matrice extracellulaire (MEC), constituée d’une phase organique et d’'une phase minérale.

La phase organique est composée d’environ 90 % de collagene de type | (Figure 1) qui se
présente sous la forme d'une glycoprotéine assemblée en fibres, assurant a I'os son élasticité
et sa résilience mécanique. Un changement dans les propriétés du collagéne notamment
I'orientation des fibres peut modifier la quantité et la disposition des cristaux constituant la
phase minérale affectant ainsi la mécanique de I'os [5]. Des protéines non collagéniques sont
€galement présentes. Parmi elles, peuvent étre citées I'ostéopontine qui joue le réle de liaison
entre la phase minérale et les cellules osseuses, I'ostéonectine qui intervient dans la
minéralisation par son affinité pour le collagene | et le calcium, les facteurs de croissance
secrétés par les ostéoblastes qui jouent un réle fondamental dans la régulation du tissu osseux
[6], la phosphatase alcaline, I'ostéocalcine, etc. D’autres protéines comme la fibronectine ou
la vitronectine vont plus spécifiquement étre impliquées dans I'adhésion des cellules osseuses
[7]. En effet, la fibronectine posséde une séquence peptidique spécifique lui permettant de se

lier aux récepteurs de I'adhésion cellulaire, les intégrines [8].
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Figure 1 : Schéma présentant la composition d’un os humain [9].

La phase minérale de 'os est composée de sels de calcium et d’hydroxyde de phosphate qui
précipitent pour former des cristaux d’hydroxyapatite. Ces cristaux se présentent sous forme
d’aiguilles qui s’entremélent aux fibres de collagéne de la matrice organique et assurent ainsi
la solidité de I'os (Figure 1). La croissance minérale, appelée biominéralisation, est donc sous
contrdle de la matrice organique. La composition chimique de la phase minérale de I'os dépend
de la nature de l'os et de son age [10]. L'os peut se définir comme une hydroxyapatite
carbonatée peu cristallisée, déficitaire en calcium et partiellement substituée par des ions
hydrogénophosphates (HPO4?), carbonates (COs*) avec une teneur de 3 % a 8 % massiques
[1] et des éléments a I'état de trace comme le sodium (0,53 %m), le magnésium (0,27 %m), le
chlorure (0,13 %m), le potassium (0,0047 %m), le strontium (70 ppm) le zinc (205 ppm) [11].
En ne prenant en compte que les éléments majoritaires, la phase inorganique de I'os (os

périostique animal) peut étre représentée par la formule chimique suivante [1] :

Ca, 0, (PO,),, (HPO,CO,), (OH,CO) .0,  O:lacune.

1.1.2. Remodelage osseux et cellules osseuses

Tout au long de la vie environ 5 % du tissu osseux est renouvelé annuellement, un nouveau
tissu vient remplacer 'ancien. Ce processus continu permet d’assurer la réparation de petits
traumatismes, contréler le taux de calcium libéré et moduler la résistance du tissu osseux en
fonction des sollicitations mécaniques. Le remodelage osseux est principalement d( a I'action
couplée de cellules ostéoclastes et ostéoblastes, les premiéres dégradent I'os (résorption) et

les secondes interviennent dans sa formation (ostéogénese) et sa minéralisation.
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Les ostéoclastes qui sont d’environ 100 um de diamétre sont issus de cellules souches
hématopoiétiques. lls sont responsables de la résorption osseuse par acidification du minéral
osseux permettant ainsi sa dissolution et la dégradation enzymatique de la matrice osseuse
extracellulaire déminéralisée. Les ostéoclastes matures sont des cellules fonctionnelles
polarisées qui s'attachent a la matrice osseuse minéralisée en formant une zone d'adhérence
ressemblant a un anneau, sous laquelle ils générent un milieu acide entrainant la dissolution
du minéral osseux. Pendant le remodelage osseux, les ostéoclastes résorbent I'os vieux, et
activent les ostéoblastes grace a des molécules de signalisation (signalisation paracrine') pour

former un nouvel os [12].

Les ostéoblastes sont issus de cellules souches non spécialisées du mésenchyme (cellules
souches mésenchymateuses). lls mesurent de 20 a 50 um de diametre et assurent de maniéere
générale la synthése de la matrice osseuse. lls peuvent différer selon leur stade de
développement. Les ostéoblastes actifs sont de forme cuboide et mononuclées. lis
synthétisent et sécretent le collagene de type |, des glycoprotéines (ostéopontine,
ostéocalcine) et des facteurs de croissance dans une matrice non minéralisée appelée
(ostéoide) entre le corps cellulaire et la matrice minéralisée [13]. lIs produisent également des
minéraux de phosphate de calcium intra et extra-cellulaire [14]. Les ostéocytes sont des
ostéoblastes matures qui sont piégés dans la matrice osseuse et sont responsables du
maintien des o0s. Les ostéoblastes inactifs, quant a eux, ont une activité métabolique trés

limitée et forment une couche de cellules bordantes sur les surfaces osseuses.

La Figure 2 présente de fagon schématique les différentes étapes du remodelage osseux ainsi
que les cellules impliquées, lesquelles ne vont cesser de communiquer et s’organiser afin
d’assurer ce remodelage [15]. Le remodelage osseux comporte 4 étapes faisant intervenir tour
a tour ostéoclastes et ostéoblastes. La premiére phase est appelée phase de résorption. Une
fois activés les ostéoclastes se fixent sur la matrice osseuse, délimitent la zone de résorption
permettant ainsi la dissolution de la phase minérale de la matrice osseuse et la dégradation
de la matrice protéique [16]. Durant la deuxiéme phase, phase d’inversion, les ostéoclastes
s’autodétruisent et libérent des facteurs de croissance qui activent le recrutement des pré-
ostéoblastes et favorisent leur différenciation [17]. Les ostéoclastes sont ensuite remplacés
par des macrophages qui lissent la surface. La phase qui suit est la phase de formation. Les
ostéoblastes se mettent au fond de la lacune de résorption et secrétent une nouvelle matrice
non minéralisée ostéoide qui sera par la suite minéralisée au contact entre le tissu ostéoide

et le tissu minéralisé. Certains ostéoblastes sont alors piégés dans I'os et deviennent des

' Paracrine : communication impliquant des messages chimiques agissant dans le voisinage de la
cellule qui les a synthétisés.
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ostéocytes. Lors de I'étape finale, la quiescence, les cellules bordantes recouvrent la surface
de I'os nouvellement formé, empéchant ainsi les ostéoclastes d’y accéder et de le résorber. lI
s’agit d’'une étape de minéralisation secondaire ou le minéral s’accumule au sein de la matrice

osseuse.

Pré-
osteoclaste

Pré-osteoblaste

'\ Ostéoblaste Cellules bordantes

)
Ostéocyte

Résorption

Inversion

Quiescence

Figure 2 : Schéma illustrant les différentes étapes du processus de remodelage osseux.
(site web: http://smart.servier.com/-Mars 2018)

L’ostéogénése c’'est-a-dire le processus par lequel I'hydroxyapatite biologique est déposée
dans la matrice extracellulaire (MEC) correspond a la formation du tissu osseux depuis
lactivation des cellules progénitrices (phase d’inversion) jusqu’a I'étape finale de la
minéralisation (phase de formation). La premiere étape de la minéralisation est la formation
de cristaux d'hydroxyapatite dans les vésicules matricielles qui bourgeonnent a partir de la
membrane superficielle des ostéoblastes. Ceci est suivi de la propagation de I'hydroxyapatite
dans la matrice extracellulaire et de son dép6t entre les fibrilles de collagene [18].

La différenciation des cellules ostéoprogénitrices en milieu ostéogénique a lieu en trois
temps : mise en place de la signalisation liée a I'engagement dans la différenciation,
production et maturation de la matrice puis minéralisation. La premiére phase implique
I'expression du facteur de transcription RUNX 2 (Runt-related transcription factor 2) qui va lui-
méme entrainer I'expression de génes associés a la formation de la matrice osseuse exprimant
le collagene de type | et la phosphatase alcaline (PAL). Au stade final, les génes associés a
la minéralisation, codant l'ostéocalcine et la sialoprotéine osseuse BSP (bone sialoprotein),
sont exprimés aux niveaux les plus élevés [19]. La phosphatase alcaline est une enzyme
synthétisée par les ostéoblastes capable d’hydrolyser les esters phosphoriques inhibiteurs de
la minéralisation [20]. L’expression de la phosphatase alcaline est augmentée immédiatement

apres la phase de prolifération des cellules osseuses (Figure 3).
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Figure 3 : Expression des marqueurs de la différenciation ostéoblastique [21].

Parmi les protéines ostéogéniques qui initient la formation osseuse, on peut citer, les facteurs
de croissance transformant béta TGF-B (Transforming Growth Factor ) qui stimulent
fortement le processus de repousse osseuse [22], les protéines morphogénétiques osseuses
BMPs (Bone Morphogenic Proteins), membres de la famille des TGF-, qui sont impliquées
dans la croissance osseuse et la différenciation des cellules ostéoblastes [23]. Plus,
précisément, la BMP- 2 stimule la différenciation des cellules souches mésenchymateuses
[24] et active le facteur de transcription spécifique des ostéoblastes RUNX2 [25]. Ce dernier
participera a la stimulation de I'expression des génes ostéoblastiques (phosphatase alcaline,
ostéocalcine) dans les ostéoblastes. Les BMPs sont exprimées tardivement dans la

minéralisation.

1.1.3. Angiogeneése

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins permet aux cellules d’assurer leur alimentation
continue en oxygéne et en nutriments par la circulation sanguine. Le réseau vasculaire est

fortement développé dans le corps humain afin d’alimenter toutes les cellules.

Au cours du développement du tissu osseux et afin que le tissu soit entierement vascularisé,
de nouveaux vaisseaux sanguins sont formés a partir des cellules endothéliales en
prolifération. Ce processus appelé angiogenese, correspond a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. Les nouveaux vaisseaux sanguins se
forment en direction d’'une zone ou l'apport en oxygéne et en nutriments est trés faible. Les
cellules génerent alors le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) qui stimule I'angiogenese, permettant ainsi a cette zone sous-
alimentée d’étre desservie par la circulation sanguine. L’angiogenése s’arréte une fois que les

tissus sont bien vascularisés.
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La communication entre les vaisseaux sanguins et les cellules osseuses permet un maintien
de la vascularisation du tissu osseux. L’angiogenése joue donc un réle majeur dans la

croissance osseuse et la réparation des fractures.

La formation d’'un réseau vasculaire mature se fait en deux étapes (Figure 4). La
vasculogenése consiste en l'association de cellules progénitrices vasculaires (cellules
endothéliales) pour former des vaisseaux sanguins primitifs, elle est suivie de I'angiogenése

qui permet le développement du réseau vasculaire a partir des vaisseaux sanguins primitifs.

Cellules endothéliales 8%
(angioblastes) GO,

l Vasculogenése

Réseau vasculaire QD O

primitif

l Angiogenése
Y,
3
Réseau vasculaire O D
mature
) S

Figure 4 : Schéma illustrant la formation d'un réseau vasculaire par vasculogenése et angiogenése
[26].
Lorsqu’un vaisseau est formé, les cellules endothéliales aplaties et orientées dans le sens du
flux sanguin, couvrent sa paroi interne et composent I'endothélium [27]. Ce dernier constitue

donc la couche la plus interne des vaisseaux, celle en contact avec le sang.

Il existe deux mécanismes de l'angiogenése : l'angiogenése par intussusception et

'angiogenése par bourgeonnement.

1.1.3.1. Angiogenése par intussusception

L’angiogenése par intussusception correspond a une division d’'un vaisseau sanguin dans le
sens de sa longueur. Lors de ce mécanisme, deux cellules endothéliales de bord opposés
d’un vaisseau entrent en contact (Figure 5). Un espace entre ces deux cellules se crée alors
par modification des jonctions endothéliales. Il est ensuite colonisé par des cellules
fioroblastiques et des péricytes? lesquels vont synthétiser une matrice extracellulaire qui
finalisera la séparation compléte entre les deux vaisseaux. Les vaisseaux se séparent alors
dans le sens de la longueur créant ainsi deux nouveaux vaisseaux distincts. Cette forme
d’angiogenése nécessite peu de prolifération des cellules endothéliales et permet une grande

ramification du réseau vasculaire préexistant.

2 Péricytes : cellules murales localisées au niveau de la lame basale de I'endothélium des capillaires.
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Figure 5 : Schéma illustrant 'angiogenése par intussusception [28].

1.1.3.2. Angiogenése par bourgeonnement

Le bourgeonnement correspond a I'expansion du réseau vasculaire a partir de vaisseaux
préexistants par formation de bourgeons endothéliaux (Figure 6). Lors de la premiéere étape
(activation), les cellules endothéliales quittent leur état de quiescence, proliferent et migrent
afin de former un nouveau vaisseau. Durant la seconde phase (maturation), le réseau

vasculaire se stabilise. |l s’agit du mécanisme présent dans le tissu osseux.

Cellules erldothéliales

e

. :
\ %.,_\ Nouveau vaisseau

Figure 6 : Schéma illustrant 'angiogenése par bourgeonnement.

En cas d’hypoxie, c’est-a-dire lorsqu’il y a une inadéquation entre les besoins tissulaires en
oxygene et les apports, les ostéoblastes commencent a secréter des facteurs pro-
angiogéniques ce qui déclenche la phase d’activation. Equipées de détecteurs a oxygéne, les
cellules endothéliales les plus proches répondent a I'hypoxie a travers I'activation de voies de
signalisation stimulant la prolifération et la migration.

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs), enzymes secrétées par les cellules, dégradent
les adhésions cellules-cellules et cellules-matrice permettant la libération des facteurs de
croissance pro-angiogenes (VEGF-A pour Vascular Endothelial Growth Factor-A, FGF-2 pour
Fibroblast Growth Factor-2, TGF-B pour Transforming Growth Factor p) et des cytokines
présentes dans la matrice extracellulaire facilitant ainsi la migration des cellules endothéliales.
Une fois que les cellules endothéliales sont activées par le VEGF, seules quelques-unes vont
migrer et déterminer la cellule de « téte » appelée « tip cell ». Elle posséde a son extrémité
des filopodes composés de nombreux filaments d’actine qui vont s’orienter selon I'axe des
cellules émettrices des facteurs pro-angiogenes (Figure 7). Les « tip cells » répondent a un
gradient de concentration en VEGF-A qui guide leur migration. Leur niveau de prolifération est
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donc régulé par la concentration en VEGF-A. Ainsi, la structuration des vaisseaux au cours de
I'angiogenése dépend de la distribution du VEGF-A extracellulaire qui régule des réponses
cellulaires dans des populations de cellules endothéliales [29]. Les cellules endothéliales a
larriere de la cellule de téte (appelées « stalk cell ») soutiennent le développement et
I'élongation du bourgeon endothélial et participent, a la fin de la croissance, a la formation de
la lumiere vasculaire du capillaire ainsi formé. Quant aux cellules « phalanx cells », il s’agit de
cellules endothéliales quiescentes organisées en forme de pavés assurant la stabilité du

vaisseau.

tip cell

Phalanx cell

stalk cell

»

I_I_f]\\
) 0 4 o

Figure 7 : lllustration des différents types cellulaires formant un capillaire de cellules endothéliales
[28].

Au cours de la phase de maturation, les cellules endothéliales arrétent de migrer et proliférer
et synthétisent la membrane basale. Lorsque deux « tip cells » se rencontrent, elles peuvent
soit se joindre soit se repousser. Dans le cas d’'un contact, des jonctions s’établissent grace a
la VE-cadhérine (Vascular Endothelial Cadherin), glycoprotéine permettant 'adhésion entre
les cellules endothéliales. La présence de signaux pro-angiogénes et un faible taux d’oxygéne
a la fin de la phase de maturation pourraient contribuer a la naissance d’'une nouvelle
ramification. Parallelement, le flux sanguin soutient la stabilisation des vaisseaux, en I'absence

de circulation sanguine, une régression d’un néo-vaisseau peut se produire.

1.2. Substituts osseux en apatite phosphocalcique

Les substituts osseux sont des matériaux biocompatibles (tolérés par 'organisme) destinés a
étre implantés afin de combler ou remplacer une perte osseuse. Le but est de restaurer la
fonction de 'os et de renforcer sa structure. Parmi les matériaux qui peuvent étre utilisés
comme substituts osseux, il y a des métaux, des verres, des polymeéres, des composites [30]

et des céramiques [31], [32].

En raison de leur composition chimique proche de celle du minéral osseux, les céramiques a
base de phosphate de calcium (hydroxyapatite et/ou phosphate tricalcique) présentent un
intérét majeur pour les applications de comblement osseux. Ces matériaux céramiques sont
connus pour leur bioactivité (propriété permettant des réactions chimiques spécifiques a
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l'interface implant - tissu receveur) et s’intégrent au tissu vivant conduisant a une liaison
physico-chimique intime avec I'os, appelée ostéointégration. De plus, lorsque les céramiques
phosphocalciques sont macroporeuses, elles guident la repousse osseuse a leur surface
permettant la pénétration d’os néoformé au cceur de la structure poreuse favorisant ainsi la
régénération osseuse in vivo [33], [34], [35]. Cependant, cette propriété d’ostéconduction est
limitée a de petits volumes, la colonisation n’a lieu que sur 1 cm de profondeur (environ) a
partir du tissu hote en contact avec le substitut osseux [36].

Parmi ces biocéramiques, I'hydroxyapatite phosphocalcique ainsi que les hydroxyapatites
phosphocalciques silicatée et carbonatée sont des matériaux attractifs pour leur intérét
biologique.

1.2.1. Hydroxyapatite phosphocalcique

L’hydroxyapatite  stoechiométrique phosphocalcique (HA) de formule chimique
Caio(PO4)s(OH). appartient a la famille cristallographique générique Me1o(XOa4)sY2, ou Me
représente un cation divalent, XO4 un groupement anionique trivalent et Y un anion ou
groupement anionique monovalent. L’hydroxyapatite se caractérise par un rapport molaire
Ca/P de 10/6 et cristallise dans le systeme hexagonal P6s/m avec comme paramétre de malille
a=b=9432Aetc=26,881 A et donc une maille de volume 530,14 A3 [37].

Le squelette de la structure apatite (Figure 8) est défini par un empilement des tétraedres
(PO+*) qui ne peuvent présenter de lacune contrairement aux sites calcium (Ca?*) et
hydroxydes (OH"). Deux tunnels sont formés, perpendiculaires au plan (001). Le premier tunnel
est centré sur les axes ternaires de la structure et occupé par des ions calcium qui sont au
nombre de quatre par maille (cote : 0, 2, 0). Le second tunnel est délimité par six ions calcium
et centré sur un groupement hydroxyde (OH").

Y. Ay . Ay A =

© ° Ca*
@ Ay‘ © © Ay (¥ ©
Petit Tunnel ® ." © IL © A‘ PO/ (Sites B)
h 40 § F &g

Grand Tunnel © © @ € © ® @

Figure 8 : Structure cristalline de I'nydroxyapatite.

L’hydroxyapatite est une référence pour les matériaux phosphocalciques implantables. Elle
est utilisée comme substitut osseux depuis de nombreuses années. Sa premiére utilisation
date des années 80 sous forme de dép6t plasma sur métaux. L’hydroxyapatite posséde une
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bonne affinité pour les cellules et les protéines [34], [38], [39]. En effet, les implants revétus
d’hydroxyapatite montreraient une meilleure ostéointégration par rapport aux meétaux et cela
grace a leurs capacités d’adsorption des protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire [40].
Associée a d’autres matériaux comme les polymeres PMMA (polyméthacrylate de méthyle)
ou le titane, I'hydroxyapatite favoriserait la prolifération et la différentiation des ostéoblastes
[41], [42].

La structure a base de tunnels permet a I'’hydroxyapatite d’admettre de nombreuses
substitutions ioniques. Par exemple, les ions carbonates (COz*) peuvent se substituer aux
ions hydroxydes (substitution de type A) et/ou aux ions phosphates (substitution de type B)
[43]. L’incorporation de silicium implique, elle, la substitution d’'un groupement phosphate
PO.*> par un groupement silicate SiO4* [44],[45]. De maniére générale, ces substitutions se
traduisent par I'apparition de lacunes en sites cationiques (Ca?*) et/ou hydroxydes (OH"). Cela
ameéne a une non-stoechiométrie de I'apatite entrainant une modification de sa cristallinité et/ou

une diminution de sa stabilité thermique.

D’autres substitutions peuvent également étre effectuées par des éléments tels que 'argent
qui présente des qualités en tant qu’agent antibactérien, le strontium pour son réle dans la
minéralisation, les ions fluorures pour leur contribution a la croissance osseuse ou encore le

zinc qui a un effet inhibiteur sur l'activité des cellules ostéoclastes in vitro [46].

1.2.2. Hydroxyapatite silicatée

Les hydroxyapatites silicatées (SiHA) ont fait 'objet de plusieurs études afin de déterminer le
r6le du silicium dans la repousse osseuse. En effet, le silicium semble étre un facteur important
pour la formation osseuse et la calcification [3]. Schwarz et al. ont pu mettre en évidence une
meilleure croissance de rats ayant une alimentation riche en silicium [47]. A contrario, une
carence en silicium engendre un développement squelettique et cartilagineux moins important
[48], [49]. De plus, le silicium a un effet positif dans la minéralisation de la matrice osseuse en
augmentant sa densité [50], [51] et participe a la synthése du collagéne de type | [52]. Enfin,
des études en milieux de cultures cellulaires ont démontré I'implication du silicium sur la
prolifération et la différenciation des ostéoblastes et des ostéoclastes [52—-54]. La substitution
des ions phosphates PO par les ions silicates SiO4* est basée sur le modéle suivant [44] :

Ca, (PO, (SiO,) (OH), O 0<xs<2.

-X

L’électroneutralité est respectée en créant des lacunes sur le site hydroxyde avec un taux
massique maximum théorique de silicium pouvant étre introduit de 5,82 % correspondant a 2

moles de silicate.
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Plusieurs taux de substitutions ont été étudiés pour I'élaboration des hydroxyapatites silicatées
[45, 55-58]. Palard et al. ont réalisé des synthéses par précipitation en voie aqueuse pour
différents taux de silicium variant de x = 0,2 a x = 4 [58]. Les poudres obtenues aprés syntheése
indiquaient la présence d’'une phase d’apatite carbonatée de type B et d’'une phase silicatée
(CaSiOs), seul un traitement thermique au-dessus de 700 °C permettant I'incorporation des
groupements silicates dans la structure apatite. L'obtention d’'une hydroxyapatite silicatée
monophasée n’est toutefois possible que pour des teneurs en silicium inférieures a une mole
pour une poudre, et n‘'excédant pas 0,5 mol pour des céramiques denses. La substitution des
groupements phosphates par les groupements silicates engendre une modification des
parameétres de maille de la structure apatite [58], [59], [60]. La maille s’allonge selon I'axe ¢
proportionnellement au taux de silicium en raison de la taille plus importante des groupements

silicates par rapport aux groupements phosphates.

L’effet biologique du silicium en substitution demeure confus dans I'hydroxyapatite. En effet,
aprés immersion dans des solutions de type Simulated Body Fluid (SBF) [61] ou sérum feetal
bovin [2], le silicium semble apporter une meilleure bioactivité par rapport a '’hydroxyapatite
pure tout en gardant des propriétés de biocompatibilité [62], [63]. D’autres études ont montré
une croissance osseuse plus importante pour I'hydroxyapatite silicatée comparée a
'hydroxyapatite [64], [53], [65], due probablement a la dégradation in vivo des SiHA.
L’incorporation du silicium dans la structure de I'’hydroxyapatite favoriserait la dissolution du
fait d’'un changement de microstructure, le silicium engendrant une réduction de la taille des
grains par rapport a 'HA [66]. Cependant cette hypothése sur la solubilité élevée des SiHA est
remise en question par Bohner [67]. En effet, 'augmentation de la solubilité pourrait étre due
a une incorporation trés partielle du silicium dans la maille de I'apatite et donc a la présence
d’une phase de silicium secondaire soluble. Ce point a été confirmé par Gasqueéres et al. par
résonance magnétique nucléaire (RMN) solide du silicium. Le silicium ne serait que
partiellement incorporé dans la structure de 'hydroxyapatite, le reste étant présent sous forme

d’'une phase amorphe de gel de silice [68].

Méme si l'intérét du silicium reste a discuter d’'un point de vue biologique, son incorporation
pourrait permettre une fonctionnalisation de surface parimmobilisation covalente de molécules
bioorganiques favorisant 'adhésion des cellules impliquées dans la formation osseuse [69],
[70].

1.2.3. Hydroxyapatite carbonatée

Les hydroxyapatites carbonatées (CHA) sont des hydroxyapatites synthétiques partiellement
substituées par des ions carbonates, de formule chimique trés proche de celle de 'apatite
biologique naturelle ce qui leur conféere des propriétés biologiques particulierement

15
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



intéressantes notamment pour les hydroxyapatites de taille nanométrique. En effet, I'os naturel

contient entre 3 et 8 % massique d’ions carbonates [71], [72].

Les ions carbonates peuvent étre présents sur les sites cristallographiques de la maille
d’hydroxyapatite selon deux mécanismes distincts. lls peuvent se substituer aux ions
hydroxydes OH" (substitution de type A), l'apatite formée est alors appelée « apatite
carbonatée type A » (CaHA) de formule chimique générale [73] :

Ca, (PO,),(OH),, (COs) I 0=x=1
ou x correspond a la quantité d’ions carbonates substitués, et [1 représente les lacunes
assurant la neutralité de la maille. Cette substitution entraine une contraction de la maille selon
I'axe c et une élongation selon I'axe a [74].
Les ions carbonates peuvent également se substituer aux ions phosphates PO.4* (substitution
de type B), 'apatite formée est alors appelée « apatite carbonatée type B » (CgHA) de formule
chimique générale [75]

Ca, [ (PO, (COs)(OH), O = 0<x<20susx

10-x+u  X-u -X 2-x+2u  x-2u
x correspondant a la quantité d’ions carbonates substitués et u au comblement partiel des
lacunes d’ions calcium et d’hydroxydes par le couple [Ca / (OH).]. Cette substitution engendre
une diminution du paramétre de maille a et une augmentation du parameétre c [71], [76].
Il est également possible d’avoir des substitutions en site A et en site B. |l s’agira alors d’une
apatite carbonatée mixte A/B (CagHA) de formule chimique générale [43] :

Ca, [ (PO, (COs) (OH),

1 -X -X-2y

(COs) O avec0<x<2et0<y<2-x
y xy

La précipitation en voie aqueuse est la voie la plus utilisée pour la synthése d’'une poudre
phosphocalcique carbonatée de type apatite [43]. L’élaboration de céramiques
d’hydroxyapatites carbonatées nécessite des conditions de frittage particuliéres. Afin d’éviter
toute décomposition due a la décarbonatation de la poudre, il est nécessaire de faire les
traitements thermiques en atmosphere contrélée sous CO,. Les conditions et parameétres de
frittage (pression partielle de CO», de vapeur d’eau, température, temps) doivent étre ajustés

en fonction du taux d’'ions carbonates et du type d’apatite carbonatée (Cg, Ca, Cag) [77].

La carbonatation conduit a une augmentation de la solubilité, en milieu acide, du composé par
rapport a celle de I'hydroxyapatite stoechiométrique (acide acétique, pH = 5, 37 °C) [78]. En
effet, la dissolution d’'une hydroxyapatite carbonatée (CHA) frittée a 750 °C est plus rapide
(30 s) comparée a celle d’'une hydroxyapatite (HA) frittée a 1200 °C (3,8 jours). Les ions
carbonates et les lacunes jouent alors un réle important dans le mécanisme de dissolution en

milieu acide. Ces résultats sont confirmés par Tadic et al. qui ont également mis en évidence
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la solubilité supérieure due a la présence des ions carbonates, en milieu acide, pendant 72 h
et a pH 4,4 [79]. lls ont observé 62,5 % de masse restante pour un phosphate de calcium
amorphe carbonaté contre 75,5 % pour une apatite nanocristalline carbonatée (3 a 5 % en
masse d’ions carbonate) et enfin 94,4 % pour une hydroxyapatite amorphe. In vitro, Tadic et
al. ont montré avec des ostéoclastes que I'hydroxyapatite carbonatée frittée est aussi soluble
que I'os déprotéiné [79].

D’un point de vue biologique, la présence des ions carbonates (9 %m) au sein des céramiques
en hydroxyapatite semble améliorer les propriétés d’ostéoconduction et de biorésorption [80].
Concernant le comportement des cellules, la différentiation des ostéoclastes est plus élevée
lors de culture in vitro sur CHA (jusqu’a 2,35 %m) que sur HA [81] [82]. Il en est de méme pour
la prolifération des pré-ostéoblastes MC3T3-E+. Ces résultats concernant la prolifération
ostéoblastique ont été obtenus par Germaini et al. [82] pour un taux de carbonates de 4,4 %
en masse et par Pieters et al. [83] pour un taux de carbonates de 11 % en masse. Mais, Rupani
et al. ont montré une prolifération cellulaire ainsi qu’'une quantité totale du collagéne produite
a 7 et 28 jours identiques sur HA et CHA (4,9 %m) [84].

L’hydroxyapatite carbonatée semble présenter de bonnes propriétés biologiques pour une
utilisation en tant que substitut osseux. Cependant, les céramiques en CHA présentent des
microstructures totalement différentes de celle des céramiques en HA (porosité, rugosité...)
qui ne sont pas prises en compte dans ces études biologiques. Le réle exact de la composition

chimique demeure donc confus.

1.2.4. Ostéointégration des substituts osseux phosphocaiciques

L'ostéogenése et l'ostéoconduction sont des éléments essentiels a I'établissement d’une
liaison finale entre l'os receveur et l'implant (ostéointégration). Un implant pourra étre
ostéointégré si le matériau qui le constitue est biocompatible, si sa surface permet des
réactions avec les tissus environnants et si son architecture lui autorise un contact intime avec
le site receveur afin d’assurer d’abord le maintien de l'os, puis sa colonisation par les cellules
osseuses. Un dispositif implantable poreux (scaffold)® permettra également une bonne
répartition des contraintes.

Les principales étapes impliquées dans le processus d’ostéointégration ont été discutées par
P. Ducheyne et sont présentées sur la Figure 9. Elles reprennent les différentes étapes du
remodelage osseux et les processus chimiques de surface (dissolution/précipitation) des
phosphates de calcium [85] :

3 Ce terme sera utilisé dans la suite de ce manuscrit pour distinguer tout implant phosphocalcique
présentant une micro et une macro porosité données.
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- dissolution du phosphate de calcium. Celle-ci est fonction de sa structure cristalline, de
sa cristallinité et de sa composition chimique (1) ;

- précipitation et croissance épitaxique de fins cristaux d’apatite en surface de I'implant
@) ;
- interdiffusion et échanges ioniques avec la surface (3) ;

- intégration de protéines non collagéniques adsorbées en surface (ostéopontine,
sialoprotéine) (4) ;

- en paralléle, les ions calcium en solution influencent I'activité cellulaire, favorisent le

chimiotactisme (5) et I'attachement des cellules osseuses (8) ;
- adhésion des cellules preostéoblastiques (preOB) (9) ;

- différenciation des cellules au contact du substrat en ostéoblastes (OB) et en
ostéoclastes (OC) a partir des cellules souches de leurs lignages respectifs (10) ;

- prolifération des ostéoblastes (11) ;

- sécrétion de matrice collagénique (CO) par les ostéoblastes et minéralisation (12).
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Figure 9 : Schéma illustrant les principales étapes du processus d’ostéointégration d’'un phosphate de
calcium [85].
Les paragraphes suivants présenteront en détail les interactions substitut osseux-protéines,

substitut osseux-cellules et leurs effets sur I'activité cellulaire et enfin 'adhésion cellulaire.

1.2.4.1. Interaction substitut osseux - protéines

Une fois un substitut osseux implanté, il interagit avec les différentes protéines présentes dans
le milieu physiologique (étape (4) - Figure 9). In vitro, I'état des protéines est souvent assimilé
a un état dilué et soluble. Cependant, in vivo la matrice extracellulaire est un milieu trés dense
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en protéines et en sucres lesquels interagissent entre eux, I'activité d’'une protéine donnée

dépendra donc de son environnement.

Les interactions entre une céramique phosphocalcique et une protéine dépendent des
caractéristiques de la céramique (composition, cristallinité, énergie de surface...). Rouahi et
al. ont étudié l'influence des caractéristiques physico-chimiques d’'une poudre d’HA et d’'une
céramique en HA sur l'adsorption protéique et la réponse cellulaire [86]. Leur potentiel
d'adsorption protéique a été testé aprés immersion dans un milieu de culture contenant 15 %
de sérum de veau foetal. Les résultats ont montré une relation directe entre la surface
spécifique (SSA) et la capacité d'adsorption des protéines des poudres et des céramiques en
HA. Plus la surface spécifique des particules d'HA est élevée (25,4 m?/g), plus leur adsorption
de protéines est élevée (78 + 2,3 ug/ml). Le traitement thermique amene a une surface
spécifique plus faible (0,9 m?(g) avec une augmentation du taux de densification. Plus la
microporosité des céramiques est basse, moins I'adsorption de protéines est élevée (65,7 +
2,5 ug/ml) et 'adhésion des cellules réduite. D’autres travaux de Rouahi et al. ont montré
qu’'une hydroxyapatite microporeuse (12,5 % de porosité) présente une adsorption de
protéines (fibronectine et albumine de sérum bovin) meilleure qu'une hydroxyapatite dense
(2,5 % de porosité), les quantités de protéines adsorbées étaient respectivement de
66,02 ug/m? contre 17,20 ug/m? [87]. EI-Ghannam et al. ont examiné les protéines adsorbées
sur un verre bioactif traité par une solution d’électrolyte tamponnée au Tris* (génération d’une
couche superficielle riche en phosphates), un verre bioactif non traité et sur une céramique
poreuse en hydroxyapatite. Tous les substrats ont été immergés dans un milieu de culture
tissulaire contenant 10% de sérum. La céramique poreuse en hydroxyapatite (SSA : 4 m?/g,
volume de pores : 50-60 %) fixait une quantité de protéine totale supérieure a celle des autres

substrats denses [88] montrant I'affinité des protéines pour ce matériau.

Si la surface spécifique influence l'adsorption des protéines, ces derniéres et plus
particulierement les acides aminés qui les constituent ont un impact sur la croissance cristalline
de I'HA. La cinétique de croissance de cristaux d'hydroxyapatite (HA) en présence d'acides
aminés (acide aspartique et acide glutamique) a été étudiée par Koutsopoulos et al. dans des
conditions proches des conditions biologiques (milieu NaCl, pH 7,4, température 37 °C) [89].
En présence d'acide aspartique et d'acide glutamique, la cinétique de croissance des cristaux
d’HA diminue. Ce résultat est d0 a I'adsorption et au blocage des sites de croissance actifs a
la surface des cristaux HA. Le méme effet inhibiteur a été observé avec I'adsorption de

protéines sériques, comme l'albumine, sur des cristaux d’HA [90]. Par exemple, a faible

4 Tris : abréviation de trishydroxyméthylaminométhane de formule chimique : C4H11NOs, utilisé comme
solution tampon en biochimie et notamment pour les acides nucléiques avec un pH entre 6,5 et 9,7.
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concentration, I'albumine favorise la croissance de phosphate octocalcique (phosphate de
calcium de formule CagH,(PO,)s.5H,0 et précurseur de I'HA lors de la biominéralisation), mais
la ralentit a forte concentration [91]. Par ailleurs, Hunter et al. ont suggéré que la nucléation
de I'hydroxyapatite en présence de sialoprotéine osseuse BSP (Bone sialoprotein) implique
des séquences peptidiques riches en acide glutamique, mais que les séquences d’acide
aspartique inhibent la croissance osseuse [92]. Harris et al. attribuent la nucléation de
'hydroxyapatite a l'interaction avec un seul motif d’acide glutamique de la BSP [93]. Pour
Matsumoto et al., les séquences des polyacides des protéines et notamment les acides
glutamique et aspartique possedent la méme affinité pour I'’hydroxyapatite mais la différence
observée dans leur activité peut étre due au changement de morphologie de 'HA aprés
adsorption [94]. D’autres études in vitro estiment que le role des acides aminés dans la
précipitation de HA est affecté par leur mobilité [95]. Les acides aminés dissous sont capables
d'inhiber la précipitation et la croissance de HA en se liant aux noyaux de nucléation des
phosphates de calcium empéchant ainsi leur croissance. Les acides aminés liés a la surface
peuvent favoriser la précipitation de 'HA en complexant les ions Ca?* et PO,> augmentant

ainsi la sursaturation locale.

En suspension, les protéines osseuses telles que le collagéne ou I'ostéopontine favorisent la
nucléation et le développement de phosphate de calcium [96]. Cependant, in vivo, I'effet global
des acides aminés sur les phosphates de calcium mérite d’étre davantage étudié et dans des
conditions proches des conditions physiologiques ou la présence de collagéne, de cellules et
d’autres protéines influencent fortement les précipitations. Une étude in vitro sur 'adsorption
simultanée de plusieurs protéines du plasma humain sur différents substrats (zircone, alumine
et hydroxyapatite) a montré que les céramiques phosphocalciques n’induisaient pas plus
d’adsorption que les autres matériaux malgré l'affinité reconnue de I'HA pour les protéines
[97].

En conclusion, une protéine adsorbée pourrait déclencher deux phénomeénes en fonction de
sa concentration : favoriser la nucléation a faible concentration et défavoriser la croissance
dans un plan du cristal HA a forte concentration. Parallélement, une méme protéine pourrait
jouer plusieurs roles dans le processus de biominéralisation : nucléation, croissance,

régulation de la morphologie de la phase minérale [98].

1.2.4.2. Interaction substitut osseux - cellules et effets sur I’activité cellulaire

L’'attachement de la cellule & un matériau débute par la reconnaissance de protéines de la
matrice extracellulaire (MEC) adsorbées en surface grace a des récepteurs spécifiques
(intégrines). Cela déclenche plusieurs cascades de signalisation conduisant a la formation de
structures appelées adhésions focales permettant un ancrage de la cellule au matériau.
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Ensuite, se produit un réarrangement du cytosquelette conduisant a un étalement complet de
la cellule (adhésion forte). Le comportement physiologique des cellules par la suite

(prolifération et différenciation) est trés dépendant de la qualité de I'adhésion cellulaire.

L’adhésion cellulaire (Figure 10) consiste d’abord a un ancrage initial de la cellule par la
reconnaissance entre les intégrines et les protéines de la MEC. Cette interaction est ensuite
renforcée par I'étalement de la cellule et 'augmentation des liens protéines adhésives-
intégrines.

Intégrines transmembranaires

A/

Protéines
de la MEC

Ostéoblastes

Figure 10 : Représentation schématique de I'adhésion cellulaire d’ostéoblastes aux protéines de la
MEC adsorbées a la surface d’'un matériau [99].
Des études in vitro ont montré que les phosphates de calcium jouaient un réle important dans
I'attachement cellulaire. Dalby et al. ont observé une prolifération et une différenciation des
ostéoblastes plus importante sur un ciment PMMA (polyméthacrylate de méthyle) contenant
17,5 % en masse d’HA comparé a un ciment PMMA de référence [100]. De méme, plusieurs
auteurs ont mis en évidence la différenciation de cellules mésenchymateuses humaines
(hMSCs pour Human Mesenchymal Stem Cells) en présence de phosphate de calcium tels
que 'HA [101], ou le B-TCP (phosphate tricalcique) [102]. Les substitutions ioniques peuvent
également influencer le comportement cellulaire. La présence de strontium dans le revétement
de couches minces en HA sur des substrats en titane améliore I'activité et la différenciation
des ostéoblastes, tout en inhibant la production et la prolifération des ostéoclastes pour une
teneur en strontium relativement élevée (3-7%). Ces résultats suggérent que la présence de
strontium peut améliorer I'effet positif des revétements sur I'ostéointégration et la régénération

osseuse, et prévenir la résorption osseuse indésirable [103].

Par ailleurs, 'adhésion, la prolifération ainsi que la différenciation des ostéoblastes seraient
plus élevées sur des surfaces hydrophiles. L'adhésion des cellules et leur étalement
dépendraient alors de I'énergie de surface du matériau. Un composite verre/phosphate de
calcium (CaP) tres hydrophile présente des valeurs d’adhésion cellulaire plus importantes ainsi
gu’une différenciation plus précoce qu’un verre/PLA (PLA pour Polylactic Acid) [104]. D’autres
travaux ont mis en évidence limportance d’'une forte rugosité sur la différenciation des

ostéoblastes. Un revétement nanostructuré en titanate de calcium (CaTiOs) produit par
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traitement hydrothermal a été utilisé pour améliorer I'ostéointégration d’'implants en titane
micro-durcis. Cela a permis d’accélérer la prolifération et la différenciation des ostéoblastes
en phase de cicatrisation osseuse précoce [105]. Des films minces a base de polystyrene (PS)
et de poly-L-lactide (PLLA pour Poly(L-Lactic Acid)) contenant des puits nanométriques
distribués de maniere aléatoire, ont été développés en utilisant la démixtion des deux
polymeéres et en ajustant leur composition (50/50). Des ostéoblastes embryonnaires humains
(hFOB pour human Fetal Osteoblast) ont été cultivés sur ces différents substrats [106]. Les
hFOB cultivées étaient bien répartis sur les surfaces ayant des puits de profondeur de 14 et
29 nm et moins étalées sur une surface de 45 nm de profondeur ou sur une surface lisse en
acide polylactique. La morphologie ainsi que I'étalement des cellules varient alors en fonction

de la topographie a I'échelle nanométrique [106].

L’architecture poreuse a également un impact sur la réponse cellulaire. Karageorgiou et
Kaplan ont estimé que la taille minimale requise pour les macropores est d’environ 100 um en
raison de la taille des cellules, des besoins de migration et du transport des éléments nutritifs.
Cependant, une taille de pores supérieure a 300 um est recommandée afin d’améliorer la
formation osseuse. Une telle porosité permettrait une distribution efficace de 'oxygéne via une
meilleure vascularisation du biomatériau, alors qu’une porosité inférieure entrainerait une
concentration en oxygeéne insuffisante pour la survie cellulaire et la formation de cartilage avant
l'os [107]. Lasgorceix et al. ont montré que la colonisation par les cellules préostéoblastiques
est fortement influencée par la géométrie et la dimension des macropores des scaffolds. Les
cellules (MC3T3-E1 murines) se répartissent de fagcon homogene sur les contours des
macropores a section circulaire, tandis qu'avec des géométries anguleuses, les cellules

recouvrent préférentiellement l'intérieur des angles [108].

L’architecture poreuse influence le comportement cellulaire mais globalement, 'adhésion de
la cellule au matériau est dépendante de la reconnaissance des protéines de la matrice
extracellulaire (MEC) adsorbées en surface et donc du caractere mouillant du substitut.

1.2.4.3. Adhésion cellulaire

Une partie de ces travaux de thése est consacrée a I'étude des interactions physiques entre
une biomolécule d’intérét et les céramiques phosphocalciques. La protéine choisie est la

fibronectine qui est impliquée dans le phénoméne de 'adhésion cellulaire.

Les cellules pré-ostéoblastiques adhérent au substrat en développant des adhésions focales
fortes avant de se différencier en ostéoblastes (étape (11) de la Figure 9). Mais, les cellules
adhérent également aux cellules voisines par le biais de protéines membranaires spécifiques
et aux protéines présentes dans la matrice extracellulaire a travers les intégrines
transmembranaires a et B (Figure 11). Les intégrines, qui sont des mécanorécepteurs
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transmembranaires, assurent un lien physique entre les protéines de la MEC et l'actine®
cytoplasmique (cytosquelette) permettant ainsi de contréler I'attachement, la migration, la
prolifération, la différenciation et I'apoptose cellulaire [109]. Regroupées en clusters, ces

intégrines constituent les contacts focaux.

Les premiéres adhésions font moins d’'un micrométre et s’agrégent en complexe d’'une durée
de vie trés courte. Cependant la présence des intégrines permet leur développement en
adhésions focales plus matures et stables en fonction des sollicitations. Riveline et al. ont mis
en évidence la croissance des adhésions focales dans le sens de la force appliquée [110].
Cependant Beningo et al. contredisent cette évolution en montrant une relation inverse entre
la distribution des forces appliquées et la distribution des adhésions focales des cellules
migrantes (a I'avant des cellules) et aucun lien entre la force et I'étalement des cellules a

l'arriere de celles-ci [111].

Mechanical stress

~

a-actinin

Actin

Nucleus Gap junction

Gene transeription

Signal transduction

Cadherin

ntegrin

[ RGD RGD RGD RGD RGD RGD ]

MATERIAL

Figure 11 : Schéma représentant les intégrines et les protéines impliquées dans I'adhésion
cellulaire [8].

L’adhésion (voir Figure 10) des cellules ostéoblastiques [8] dépend d’abord de I'adsorption de
protéines telles que la fibronectine, le collagéne (...) a la surface des matériaux a base de
phosphate de calcium [40], [88], [112]. Chacune de ces protéines possede plusieurs domaines
ayant des sites de liaisons spécifiques. Ainsi, en favorisant I'adsorption de ces protéines
d’adhésion sous une conformation adéquate, les matériaux pourraient favoriser I'adhésion et
I'étalement des cellules puis leur activité physiologique [40]. Plusieurs études ont montré
limpact de la matrice extracellulaire sur I'organisation interne des cellules. La densité des
protéines impliquées dans I'adhésion a un impact sur I'étalement de cellules [113] et sur la

génération des forces de traction [114].

5 Actine : protéine du cytosquelette des cellules eucaryotes et impliguée dans de nombreux
mouvements intracellulaires.
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La fibronectine est 'une des protéines qui favorise le plus I'adhésion cellulaire, permettant une
différenciation et une survie des ostéoblastes. Son affinité pour un support permet I'étalement
des ostéoblastes par l'activation des voies de signalisation intracellulaires [115] et des
variations de I'adhésion cellulaire sont observées en fonction de I'expression des intégrines,
elle-méme fonction du matériau utilisé [116]. Les protéines adhésives comme la vitronectine
ou la fibronectine se lient aux intégrines par la séquence RGD® et peuvent adopter plusieurs
structures (conformations) a la surface du substrat. La séquence RGD est un motif peptidique
reconnu par une grande variété d’'intégrines présentes sur différents types cellulaires. Une fois
reconnue, elle facilite 'adhésion d’'un grand nombre de types cellulaires [117]. Etant
impliqguées dans la signalisation intracellulaire (transfert des signaux de la MEC vers les
cellules), les intégrines pourront avoir un impact sur la survie et la différenciation des cellules
[118], [119].

La cellularisation d’un substitut osseux nécessite alors son association a des biomolécules
d’intérét (protéines de la MEC) impliquées dans des phénoménes tels que I'adhésion cellulaire

afin de lui conférer des propriétés ostéoinductives.

I.3. De 'ostéoconduction a I'ostéoinduction

Les céramiques phosphocalciques ont la capacité de promouvoir la formation osseuse lorsque
le contact est direct entre I'os et le matériau implanté [120] et que la zone a reconstruire est
petite. Cependant cette propriété d’ostéoconduction est peu efficace lorsqu’il s’agit d’'une
régénération de larges défauts osseux dans lesquels le contact os-implant ne se fait qu’en
périphérie de la zone a reconstruire. Il est donc nécessaire de développer aujourd’hui des
substituts osseux capables de reconstruire un tissu osseux sans contact direct avec l'os.
L’ostéoinduction est un processus biologique actif qui induit une différenciation des cellules
progénitrices en ostéoblastes et assure donc 'ostéogenése dans le matériau. Cela permettrait
une croissance osseuse dans I'ensemble du matériau et donc une meilleure reconstruction de
la zone ciblée. La propriété d’ostéoinduction peut étre obtenue en développant des matériaux
inorganiques ostéoinducteurs de nature [121]. En effet, des céramiques biphasiques de
phosphates de calcium (BCP) avec une grande quantité de pores et une surface spécifique
élevée présenteraient une formation osseuse plus significative aprés 12 semaines
d’implantation intramusculaire chez des chévres par rapport a des céramiques BCP avec une
surface spécifique faible [122]. Une seconde approche est d’associer les matériaux
inorganiques a des facteurs de croissance tels que ceux de la famille des BMPs [123]. La
BMP-2 semble induire la migration de monocytes et activer la réponse du facteur TGF- qui

6 RGD : séquence peptidique contenant I'Arginine, la Glycine et I'Acide aspartique présente
dans différentes protéines de la MEC dont la fibronectine.
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participe a la migration des cellules souches mésenchymateuses (et des ostéoblastes) ainsi
qu’a leur différentiation et leur prolifération [124]. Une libération multiple de facteurs de
croissance tels que la BMP-2, impliquée dans la croissance osseuse et le VEGF, impliqué
dans l'angiogenése peut permettre d'imiter les conditions naturelles de réparation d’'une
fracture osseuse. Par conséquent, un assemblage capable de libérer un facteur angiogénique
actif et un facteur ostéogénique, favorisera la vascularisation précoce et attirera les cellules
précurseurs ostéogéniques et leur nutrition/oxygénation. Les systémes biodégradables a
double libération de facteurs de croissance (VEGF et BMP-2) ont montré un effet significatif
de la libération de facteurs angiogéniques (VEGF) et ostéogéniques (BMP-2) sur la
régénération osseuse dans un modeéle de défaut osseux du fémur [125].

Nous nous intéresserons par la suite aux principales protéines impliquées dans les
phénoménes de I'angiogenése et 'adhésion cellulaire, respectivement le facteur de croissance
de I'endothélium vasculaire (VEGF) reconnu comme régulateur clé dans la croissance de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants, et la fibronectine (Fn),

fortement impliquée dans I'adhésion des cellules a la matrice extracellulaire.

1.3.1. Qu’est-ce qu’une protéine ?
1.3.1.1. Aspects généraux

Les protéines sont des biomolécules complexes. Elles jouent un réle vital dans la structure et
les fonctions cellulaires, permettant ainsi 'expression de I'information génétique (transcription
de I'information génétique -ADN- en ARN et traduction en protéines). Elles sont constituées
par une ou plusieurs chaines polypeptidiques construites a partir de 21 acides aminés. Ces
aminoacides sont liés entre eux par des liaisons amides, les liaisons peptidiques.

Les acides aminés sont des molécules bifonctionnelles avec un groupement amine primaire
(NH>) sur le carbone porteur du groupement carboxyle (C(=0)-OH), dit carbone o (Figure 12).
Les 21 acides aminés rencontrés chez les eucaryotes’ sont présentés en annexe 1
accompagnés de leurs différentes chaines latérales R. Les chaines des aminoacides de la
plupart des protéines comprennent entre 100 et 400 résidus (un résidu = un acide aminé) pour
un poids moléculaire compris entre 10 000 et 40 000 Da (1 Da = 1 unité de masse atomique).
Toutes les protéines eucaryotes contiennent les mémes acides aminés, seuls la proportion et
I'ordre d’enchainement varient.

La connaissance du comportement des acides aminés en fonction du pH du milieu est

nécessaire pour comprendre les propriétés ioniques des protéines. Le point isoélectrique (pl)

7 Eucaryotes : ensemble d’organismes unicellulaires ou multicellulaires pour lesquels 'ADN est
contenu dans un noyau.
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correspond a la valeur de pH pour laquelle la charge totale de la biomolécule est nulle. Pour

un pH inférieur a la valeur du point isoélectrique, la charge globale de la protéine sera positive.

Dans le cas contraire, la charge sera négative. Les protéines sont donc des amphotéres qui

selon le pH du milieu se comportent soit comme des acides faibles (donneurs de protons), soit

comme des bases faibles (accepteurs de protons). Ce caractére est conditionné par les

différentes fonctions portées par les chaines latérales R.

N
| 'l\

OH

O

Figure 12 : Formule générale d'un acide aminé.

La structure des protéines est définie suivant plusieurs niveaux d’organisation :

la structure primaire qui correspond a la séquence des résidus acides aminés ;

la structure secondaire qui correspond a 'organisation spécifique de fragments courts
(hélice-a et feuillets-B) selon un axe privilégié et est stabilisée par des liaisons
hydrogene (Figure 13) ;

la structure tertiaire ou forme tridimensionnelle qui est I'organisation spatiale compléte
de la protéine dans les trois dimensions de I'espace ;

la structure quaternaire qui représente un arrangement dans I'espace de plusieurs
chaines (monomeéres) liées entre elles par des liaisons non covalentes ou par des
ponts disulfures conduisant a un édifice protéique complexe. Plus précisément, le pont
disulfure est une liaison covalente (S-S) qui se forme entre les deux atomes de soufre
des fonctions thiol de deux cystéines (acides aminés) dans une protéine (voir exemple
Figure 17).

La conformation native est généralement obtenue dans les conditions de la biosynthése. La

chaine se replie en adoptant une structure unique. Mais il est possible d’avoir un nombre infini

de conformations suite a la libre rotation autour de 'atome de carbone a. Les valeurs des

angles W et ® sont conditionnées par les propriétés chimiques de la chaine (Figure 14).

26

Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



&: c Liaison H —:
C=
4 : -2 H
/ oo P e WP
Bl N =
N F \ v
HeN &% 1
e FoF i &
‘ Qs es 2 bl 'Ql € R
— &&r " Pasde structura
Feuillet béta Hélice o définie
alpha
Structure tertiaire
{forme finale) ': f $>
Protéine

Copynght © 2001 Banjamin Cummings. an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.

Figure 13 : Schéma représentant les structures secondaire et tertiaire d'une protéine.

Figure 14 : Schéma illustrant la structure spatiale d'une chaine polypeptidique (protéine) et mettant en
avant la libre rotation (angles W et ¢) autour de I'atome de carbone portant la chaine latérale.

Deux grandes familles de protéines se distinguent : les protéines fibreuses et les protéines
globulaires. Les protéines fibreuses se présentent sous forme d’agrégats ordonnés selon un
axe commun conduisant a la formation de fibre. La structure secondaire est soit en hélice-a
(kératine en forme de torsades de diméres ou collagéne fibrillaire), soit en feuillets-f
(empilement des protéines fibroines). La Figure 15 représente en exemple des filaments de
kératine constitués de 'assemblage de protéines fibreuses. Les protéines globulaires sont des
oligomeres qui présentent une structure sphérique. Leurs structures tertiaires peuvent contenir
des motifs hélices- a et/ou des feuillets-B (Figure 16). Il existe quelques protéines qui sont a
la fois fibreuses et globulaires telle que I'actine.
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Figure 15 : Filaments de kératine présentant la répétition de la séquence : a, b, ¢, d, e, f, g.
(https://slideplayer.fr/slide/3699751/Ao0t 2018)

Figure 16 : Exemple de protéine globulaire, le lysozyme.
(https://pdb101.rcsb.org/motm/9/Aolt 2018)

La conformation native des protéines (structure tertiaire) peut étre affectée et modifiée suite a
des traitements mécaniques, physiques (chaleur, froid...) ou chimiques (pH, solvants...). Sous
effet de ces agents dénaturants, les faibles forces impliquées dans la stabilisation de la
conformation de la protéine (liaisons hydrogene, interactions hydrophobes, forces de Van der
Waals et liaisons ioniques) sont minimisées puis rompues. Les liaisons qui rompent en premier
sont les liaisons de faible énergie c’est-a-dire les ponts 8 qui ne sont stabilisés que par deux
liaisons hydrogene puis les hélices-a. Ceci engendre un changement de forme par
déplissement. En revanche, les ponts disulfures, liaisons covalentes résultant d’'une réaction

d’oxydation, sont plus difficiles a rompre.

Les deux protéines d’intérét, fibronectine et VEGF utilisées dans le présent travail sont plus

amplement décrites dans les deux paragraphes suivants.

1.3.1.2. Fibronectine

Comme mentionné dans | paragraphe 1.2.4.3, la fibronectine (Fn) est une protéine de la matrice
extracellulaire impliquée dans I'adhésion cellulaire. Elle est, par exemple, impliquée dans
'adhésion des cellules souches mésenchymateuses issues du tissu adipeux (ADSCs pour
Adipose tissue-Derived Stem Cells) [126]. Elle joue le lien entre une surface et les intégrines
transmembranaires afin de permettre I'étalement puis 'adhésion des cellules ostéoblastes

(Figure 10). La liaison Fn-intégrine est essentielle a la maturation des cellules précurseurs
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vers un phénotype de cellule ostéoblastique différenciée [127] et a la minéralisation de la
matrice osseuse [128].

L’activité biologique de la fibronectine dépend principalement de sa structure qui est liée aux
propriétés physiques et chimiques de la surface du substrat sur lequel elle est déposée.
Bergkvist et al. ont étudié la structure de la Fn adsorbée sur des surfaces de mica, silice et
silice méthylée par microscopie a force atomique a contact intermittent [129]. Sur les surfaces
de silice, hydrophiles, la plupart des molécules (70 %) avaient une structure allongée avec des
interactions de chaines intramoléculaires partielles. En comparaison, pour les molécules
adsorbées sur des surfaces hydrophobes et méthylées, une structure protéique compacte
prédominait (70%). L'influence de la topographie de surface sur I'adhésion, la prolifération et
la différenciation des ostéoblastes en présence d'une couche de Fn adsorbée a été étudiée
en utilisant des films minces de CaP. Les couches de Fn sur les films minces de CaP dotés
d'une microstructure et d'une rugosité nanométrique ont donné lieu a une augmentation du
nombre d'adhésions focales et a une différenciation cellulaire précoce améliorée [112]. Si la
fibronectine stimule I'adhésion des cellules osseuses, une dénaturation de ces structures
secondaires (changement de structure) ou une exposition différente de certains de ses sites
peuvent étre contre-productives. Ceci implique une forte dépendance a la structure
(conformation) de la fibronectine plutét qu’a sa quantité [130], [131]. Les changements de
conformation de la Fn peuvent se produire a la surface d’un substrat. lls sont plus importants
dans le cas d’une liaison covalente que dans celui d’'une adsorption. Il a ainsi été montré
gu’une fibronectine adsorbée sur un verre hydrophile induisait une meilleure adhésion et un
meilleur étalement de cellules endothéliales bovines par rapport a un verre hydrophobe
fonctionnalisé de maniere covalente par la Fn [131].

La fibronectine peut se présenter sous forme globulaire soluble circulant dans le sang a une
concentration de 300 mg/L, mais également sous forme fibrillaire insoluble dans la matrice

extracellulaire. Son point isoélectrique est d’environ 5,38.

C’est un dimére en forme de V d’'une taille de 100 nm et d’un poids moléculaire de 450 a
500 kDa. Il s’agit d’'une glycoprotéine dont les deux monomeres sont liés par deux ponts
disulfures (R-S-S-R) en leur extrémité C-terminale (Figure 17). Chaque monomére possede
environ 2000 acides aminés qui sont organisés en cing domaines reliés par des segments
polypeptidiques (segments gris - Figure 17). Ces domaines sont constitués par la répétition
d’'une combinaison de modules de type | (45 acides aminés), Il (60 acides aminés) et Ill (90
acides aminés). Ces trois modules sont composés majoritairement de feuillets-f antiparalléles
et de replis comme le montre la Figure 18.
Ces différents modules sont impliqués dans les liaisons avec les cellules (cell binding domain),
et d’autres constituants tels que le collagéne (collagen binding domain) ou encore I'’héparine
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qui est un anticoagulant (heparin binding domain). Ceci permettrait un maintien de la cohésion
du systeme de la matrice extracellulaire (MEC). Le domaine d’interaction avec les intégrines
(récepteurs transmembranaires) comprend la séquence RGD (arginine, glycine, acide
aspartique) et un module répété de type lll. Ce dernier favorise I'étalement cellulaire lorsqu’il
est accompagné du motif RGD. Seul, il ne posséde aucun réle d’attachement par rapport aux

intégrines [132].

synergy
sequence

self-association

collagen binding

cell binding

heparin
bindin

Figure 17 : Représentation schématique du dimére de fibronectine, mettant en avant les ponts
disulfures reliant les deux monomeres [132].

7

>
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Figure 18 : Représentation des différents modules de la fibronectine [132].

1.3.1.3. Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF)

Le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF pour Vascular Endothelial Growth
Factor) stimule I'activité cellulaire par interaction avec trois récepteurs transmembranaires : le
VEGF-R1, le VEGF-R2 et le VEGF-R3 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor). Deux
de ces récepteurs, VEGF-R1 et VEGF-R2, sont exprimés par les cellules endothéliales.
L’activité du VEGF-R1 assure le maintien des vaisseaux avec une forte affinité pour le VEGF,
alors que le VEGF-R2 est impliqué dans la prolifération et la migration des cellules
endothéliales.
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Des études in vitro ont montré l'efficacité d’'une immobilisation du VEGF sur une matrice
collagénique. En effet, la quantité des cellules endothéliales y était 1,5 plus élevée que sur le
matériau de contréle (adsorption de VEGF soluble) [133]. L'utilisation de molécules organiques
intermédiaires appelées spacers telles que les dihydrazides d’acide adipique (C=ONHNH>)
faisant le lien entre un agent de couplage (cross linker), le carbodiimide/NHS, et la protéine
VEGF ont amélioré son accessibilité et donc I'établissement d’une liaison ligand / récepteur
VEGFR [134]. Ainsi, le VEGF immobilisé a augmenté la prolifération des cellules
endothéliales. Cette stratégie d’immobilisation ainsi que les anglicismes spacer et cross linker

seront plus amplement explicités par la suite.

Dans le cadre des substituts osseux, le VEGF fait partie des facteurs de croissance
angiogéniques qui pourraient favoriser la vascularisation d’un biomatériau poreux et donc
'amélioration de la formation de tissu osseux. Mais, a des concentrations locales élevées, le
VEGF conduit a la formation de vaisseaux non fonctionnels et mal formés. Une libération
régulée et continue de VEGF et a de faibles concentrations par des scaffolds pourrait
influencer de fagon positive I'ostéointégration de ces derniers. En effet, une biodisponibilité
prolongée a de faibles concentrations permettrait la mise en place d'un réseau vasculaire
dense et important afin d’'améliorer I'apport en oxygéne, nutriments, facteurs solubles et en

cellules progénitrices ainsi qu’assurer I'évacuation des métabolites [135].

La famille des VEGFs est constituée de sept protéines : A, B, C, D, E, F et le PIGF (Placental
Growth Factor). Chacune de ces protéines présente un mode de fonctionnement différent. Le
VEGF-A est une des protéines de la famille VEGFs la plus étudiée car elle est connue comme
étant un facteur de croissance majeur des cellules endothéliales.

Le VEGF-A peut étre transcrit sous plusieurs formes dont les quatre isoformes majoritairement
sont : VEGFi2, VEGFis, VEGFige et le VEGF26. Ces formes de VEGF contiennent
respectivement 121, 165, 189 et 206 acides aminés. Le VEGFe¢s5 est I'isoforme dominant chez
'hnomme, celui-ci est donc couramment appelé VEGF (notation qui sera employée dans la
suite du présent document). C’est I'isoforme impliqué dans la vascularisation du tissu osseux.
Le VEGF1g9 est considéré comme le facteur angiogénique le plus puissant et est impliqué dans
la vascularisation de certains cancers. La séquence primaire du VEGF ainsi que les 165 acides
aminés qu’il contient sont présentés en annexe 2.

La structure tridimensionnelle du VEGF (Figure 19) est un homodimeére antiparalléle de 45 kDa
constitué de deux monoméres reliés par deux ponts disulfures. Chague monomeére est
composé de sept feuillets-B et de deux hélices-a. La région N-terminale du monomere est
représentée par une hélice-a1. Une région appelée « nceud a cystéine » fait également partie
de la structure des monoméres du VEGF. Elle est commune & de nombreux facteurs de

31
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



croissance et constituée de 6 cystéines qui forment des ponts disulfures entre les monomeres.

Le point isoélectrique d’'un monomeére est de 8,3 et sa taille d’environ 6 nm.

Nceud a cystéine

Figure 19 : Schéma représentant la structure tridimensionnelle du dimére du VEGF. Le monomeére 1
est représenté en bleu et le monomeére 2 en rouge, une des deux régions en nceud a cystéine est
cerclée en jaune [136].

1.3.2. Fonctionnalisation de surface de substituts osseux phosphocalciques

La fonctionnalisation de surface désigne I'optimisation et/ou I'ajout de biomolécule d’intérét a
la surface d’un substitut osseux dans le but d’améliorer sa biointégration. Plusieurs approches
peuvent étre adoptées afin de modifier la surface du biomatériau [137] et le rendre
ostéoinducteur. Les différentes voies de fonctionnalisation sont I'adsorption directe d’'une
protéine ou I'établissement d’un lien chimique fort par immobilisation covalente de celle-ci a la

surface du biomatériau.

1.3.2.1. Adsorption

L’adsorption est un phénoméne de fixation de molécules (adsorbats) sur une surface solide
(adsorbant). Les interactions mises en jeu entre 'adsorbat et la surface de 'adsorbant peuvent
étre classées en deux familles : 'adsorption physique (physisorption) qui implique des liaisons
faibles de type Van der Waals entre la molécule et la surface et I'adsorption chimique
(chimisorption) qui fait appel a des liaisons fortes (liaisons ioniques quelques centaines de
kJ/mol). Ce paragraphe sera focalisé sur I'adsorption physique des protéines a la surface des

substrats phosphocalciques.
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L’hydroxyapatite est un matériau hydrophile, ce qui favorise, in situ, 'adsorption des protéines
a sa surface permettant ainsi d’augmenter I'attachement des ostéoblastes [138]. Bien que
I'adsorption, ex situ, de protéines ait été largement exploitée, le comportement des protéines
au cours de leur adsorption reste complexe. En effet, I'adsorption de protéines sur une surface
solide est un phénoméne qui dépend de plusieurs parametres tels que la structure des
protéines ainsi que la quantité adsorbée en surface [139].

L’adsorption s’effectue généralement par une immersion du matériau dans une solution de
protéine, Trois facteurs sont a prendre en compte : les propriétés intrinséques de la protéine,
les propriétés de surface du substrat et les interactions protéine-surface. Lors d’'une adsorption
les liaisons qui se forment entre une protéine et une surface sont des liaisons faibles :
interactions de type Van der Waals (Debye : 0,02 a 0,5 kd/mol, Keesom : 0,5 a 3 kd/mol,
London : 0,5 a 30 kJ/mol) ou liaisons hydrogenes (de 5 a 30 kdJ/mol). Elles dépendent de la
chimie de la surface du substrat (charges et fonctions de surface), des acides aminés présents
dans la protéine, des liaisons intramoléculaires dans la structure native de la protéine, mais
également du solvant utilisé (pH, force ionique, etc.). |l est également possible que la structure
native (conformation) de la protéine visée bascule d’'un état a un autre durant I'interaction
établie avec la surface.

La Figure 20 représente les effets de I'adsorption d’acides aminés, possédant des charges
différentes, a la surface de substrats en HA sur l'affinité de deux protéines : la BSA (Bovine
Serum Albumin) et le lysozyme?® (LSZ). La pré-adsorption d’arginine (Arg) et d’acide aspartique
(Asp) qui ont respectivement des charges positives et négatives, modifie les charges de
surface du substrat. L’'HA pré-adsorbée par I'arginine présente une plus grande affinité envers
la protéine BSA chargée négativement en raison de la présence des fonctions NHs* apportés
par I'arginine. Cette derniére se lie aux ions PO.* par ses fonctions NH>* diminuant ainsi le
nombre de PO.* libres en surface, laissant les ions Ca?* libres et ajoutant des fonctions NHs*.
L'HA pré-adsorbée par I'acide aspartique a montré une plus grande affinité pour le lysozyme
chargé positivement. L’acide aspartique se lie aux ions Ca?* par ses fonctions COO". Cela
diminue le nombre d’ions Ca?* présents en surface, laissant libres les sites PO.* et ajoutant

des fonctions COO" disponibles pour interagir avec le lysozyme.

8 Protéine globulaire d’'une centaine d’acides aminés impliquée dans la défense contre les infections
bactériennes.
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Figure 20 : De gauche a droite : adsorption de la BSA sur une surface HA native, adsorption de la
BSA sur une surface HA pré-adsorbée par de I'arginine (Arg), adsorption de la lysozyme sur une
surface HA pré-adsorbée par de I'acide aspartique (Asp) [140].

Ainsi, les ions de surface du substrat (Ca** et POs*) peuvent interagir avec les groupes
fonctionnels chargés présents dans la protéine (fonctions amines, fonctions carboxyles) ou
trés riche en électrons (noyaux aromatiques) comme cela vient d’étre illustré sur la Figure 20
[140], [141]. La chimie de surface du substrat a donc un impact essentiel. Par exemple, le taux
d’adsorption de la protéine salivaire acide (PRP1, protéine riche en proline) a tendance a
diminuer avec l'augmentation du taux de carbonates dans le cas d’hydroxyapatites
carbonatées par rapport a une hydroxyapatite HA non substituée [142]. L'albumine de sérum
bovin (BSA) est connue pour sa grande affinité pour I'hydroxyapatite [143]. Une étude menée
par Zeng et al. [144] de la réponse des fonctions amides caractéristiques de la protéine par
spectroscopie infrarouge a permis de mettre en évidence une plus grande affinité de la
protéine pour des surfaces de phosphates de calcium par rapport a des substrats en titane
oxydé en surface. Mais ces travaux montrent également qu'une grande quantité de BSA
adsorbée a la surface des substrats phosphocalciques provoque un changement de la
structure de la protéine contrairement au titane sur lequel I'adsorption est faible. D’autres
travaux conduits par Xu et al. [145], ont montré que la concentration avait un impact. Le mode
d'adsorption de la BSA sur une membrane de polyéthylene poreux (PE) a été étudié en

fonction de la concentration des solutions d’'imprégnation. Au-dessous d’une concentration
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critique (environ 1000 ppm) I'adsorption semble se dérouler normalement, mais au-dela de
cette concentration, les molécules de la BSA ont tendance a s’agglomérer avant de s’adsorber
a la surface.

A pH neutre, les protéines basiques et les protéines acides portent respectivement des
charges globales positives et des charges globales négatives. Ainsi, 'hydroxyapatite chargée
négativement au pH de 7,4 en tampon PBS (pour phosphate buffered saline) a plus d’affinité
pour des protéines basiques que pour des protéines acides [39]. Une diminution du pH pourrait
donc conduire a une augmentation de I'adsorption des protéines acides.

Lors d’'une adsorption, I'état déplié de la protéine subit une perte significative d’entropie, la
protéine adopte alors un état replié (gain de la structure secondaire). Des surfaces présentant
une hydrophobicité intermédiaire peuvent stabiliser cette structure. La structure secondaire
d’une protéine telle que la fibronectine lors d’adsorption peut étre expliquée par le fait que la
chaine polypeptidique a tendance a rester pliée sur une surface hydrophobe (Image b-Figure
21). En effet, le passage a I'état replié est principalement guidé par les interactions
hydrophobes, la formation de liaisons hydrogene et les forces de Van der Waals. Cette
structure secondaire pourrait étre perturbée face a des surfaces hautement hydrophiles avec
un état déplié de la protéine (Image a-Figure 21). En fonction du degré d'hydrophobicité de la
surface, les protéines se comportent différemment : adsorbées et désagrégées, adsorbées et
pliées ou bien adsorbées avec une faible agrégation [146]. La fibronectine peut adopter un
comportement agrégé (adsorption de la fibronectine a 0,01 g/L durant 15 h) ou fibrilleux
(adsorption de la fibronectine a 1 g/L durant 30 min) a la surface d’'une céramique en HA [99].
En plus de ces parametres, I'adsorption de la fibronectine semble également dépendre de la
taille des grains et de la porosité [147].

Figure 21 : Image AFM de fibronectine adsorbée sur (a) une surface hydrophile et sur (b) une surface
hydrophobe. Chaque image représente un champ de 750x750 nm [129].

Midy et al. ont étudié l'influence de la surface spécifique sur I'adsorption du VEGF [148]
laquelle augmente proportionnellement avec la surface spécifique. Avec une solution

d’'imprégnation a 5 pg/ml, la quantité adsorbée sur une hydroxyapatite steechiométrique est
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inférieure a celle adsorbée sur une hydroxyapatite carbonatée nanocristalline (2,54 % m de
COs?). En effet, avec une surface spécifique de 16 m?/g, la poudre d’HA absorbe 0,071 pg/m?
de protéine alors que la poudre de CHA absorbe 0,463 pg/m? de VEGF en ayant une surface
spécifique de 156 m?/g [148]. Cette affinité du VEGF pour la CHA peut s’expliquer par les
différences de composition et/ou de morphologie entre HA et CHA. Les cristaux de la CHA
présentent des groupements phosphates et carbonates probablement localisés a la surface
du cristal. De plus, la CHA présente une surface spécifique trés élevée avec des grains d’'une
taille nanométrique, ce qui pourrait favoriser cette forte adsorption. Cependant, Midy et al.
n’ont pas tenu compte des charges de surface des poudres d’HA et de CHA (charges similaires

ou non). Ce paramétre pouvant avoir une influence sur I'adsorption des protéines.

Lode et al. ont étudié la libération de VEGF humain recombinant (VEGF1es) aprés adsorption
sur un ciment a base de phosphate de calcium [149]. Les résultats montrent une forte affinité
du VEGF pour le ciment, seulement 2,5 % m du VEGF adsorbé initialement (400 ng) ont été
au cours d’une période de 7 jours. Un test de prolifération utilisant des cellules endothéliales
a révélé un maintien de l'activité biologique du VEGF aprés sa libération par le ciment. Dans
le cas des ciments modifiés a la phosphosérine®, I'efficacité biologique du VEGF libéré était
méme supérieure a celle du VEGF témoin non libéré. La modification par la phosphosérine
peut favoriser l'activation de l'angiogenese par l'administration de VEGF [149]. Le taux
d’adsorption du VEGF ont également été étudié sur une hydroxyapatite mésoporeuse (SSA =
208 + 13 m?/g, taille des pores = 15,35 + 1,70 nm) [150]. L'HA a adsorbé 35 % m du VEGF
(50 ng), le VEGF a ensuite été libéré progressivement en solution pendant 20 jours. Ces
apatites chargées en VEGF ont pour finalité une amélioration de la vascularisation des

substituts osseux.

Les protéines adsorbées sont initialement retenues a la surface par des forces faibles et en
fonction de I'environnement de I'implant, elles peuvent se désorber de la surface d'une maniere
incontrélée pour interagir avec les cellules [134]. L'immobilisation de protéines par liaison
chimique forte (covalente) a la surface d’'un substrat peut augmenter le contréle des
interactions cellules-biomatériaux [134], [151]. La liaison covalente est établie entre les
fonctions chimiques présentes dans la biomolécule et le substrat. Ce type d’immobilisation doit
permettre de contrdler la quantité de la protéine présente a la surface et éviter une libération
rapide incontrdlée lors d’une simple adsorption de protéine. De plus, cette approche apparait

9 Phosphosérine : dérivé phosphorylé de la sérine (acide aminé) qui permet de modifier la structure
d’'une protéine en activant ou en inhibant ses fonctions.
36

Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



pertinente lorsque les surfaces spécifiques des substituts osseux sont faibles, ce qui est le cas

des céramiques denses.

1.3.2.2. Immobilisation covalente

La fonctionnalisation des substrats céramiques inorganiques par ancrage de molécules
organiques a leur surface est une des méthodes développées afin de contrler les interactions
cellule-matiére et protéine-matiére et d’augmenter la biocompatibilit¢ d’'un matériau. Elle
permet d’établir des liaisons covalentes fortes (plusieurs centaines de de kJ/mol) entre une

biomolécule d’intérét (ici des protéines) et la surface d’'un substrat.

Cette fonctionnalisation par ancrage nécessite I'utilisation de molécules organiques
intermédiaires (Figure 22) qui permettent d’établir ce lien chimique fort substrat/protéine, de
contrdler la densité surfacique et la cinétique de la libération des protéines. En effet, afin de
pouvoir immobiliser des protéines, il est impératif que le substrat présente a sa surface des
fonctions chimiques appropriées (fonctions amines (-NH-) ou acides carboxyliques (-COOH))
capables d’engager une liaison covalente soit directement avec la protéine d’intérét soit avec
un intermédiaire. Un matériau qui ne présente pas ces fonctions, nécessite au préalable un
traitement de surface comme par exemple une silanisation (le silane utilisé est alors appelé
cross linker) qui apporte la ou les fonctions requises a sa fonctionnalisation. Une deuxiéme
étape sera I'ajout d’'une molécule di-fonctionnelle (spacer) nécessaire a I'établissement du lien
entre le silane et la protéine. La fonctionnalisation de surface comporte alors une phase
inorganique, le substrat et une phase organique qui regroupe le cross linker, le spacer et la

protéine d’intérét. L’adsorption des protéines sera limitée ou réduite par ringage aprés

Biomolecules
Cross linker

fonctionnalisation.

Figure 22 : Principe général de I'immobilisation covalente d’'une biomolécule d’intérét a la surface
d’une céramique.
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1.3.2.2.1. Phase inorganique

Les propriétés de surface du substrat jouent un réle primordial sur la fonctionnalisation de
celle-ci, leurs modifications offrent des possibilités pour contréler l'interaction avec la phase
organique. La morphologie, la composition chimique, la cristallinité, la solubilité ainsi que la
charge de surface font partie des propriétés les plus impliquées dans la fonctionnalisation.
Parmi les matériaux fonctionnalisables pour des applications en substituts osseux, on trouve :

I'alumine, la zircone, le titane et les phosphates de calcium.

Les matériaux a fonctionnaliser peuvent se présenter sous différentes formes et
microstructures. On retrouve des particules colloidales avec des tailles allant du nanométre
au micrométre. Les nanoparticules de silice mésoporeuse ou de phosphates de calcium sont
par exemple étudiées pour la délivrance des médicaments du fait de leur stabilité en milieux
physiologiques [152]. Des implants massifs poreux (scaffolds) qui permettent grace a leur
porosité interconnectée une migration cellulaire, une vascularisation et une croissance
osseuse sont également étudiés. Le but de la fonctionnalisation de ce type de substrat est
d’obtenir des réponses biologiques spécifiques en contrdlant le comportement cellulaire. La
fonctionnalisation par la BMP-2 a notamment été réalisée sur des scaffolds en alumine [153]
et en phosphates de calcium [154]. Les membranes a base d’alumine, de zircone ou de silice
présentent une stabilité chimique et mécanique élevée et sont peu colteuses. Les membranes
d’alumines s’avérent étre parmi les meilleurs candidats pour 'immobilisation covalente de
cellules, d’enzymes ou d’anticorps car elles possédent une bonne résistance aux solvants

organiques et une porosité uniforme [155].

1.3.2.2.2. Phase organique

Plusieurs études ont été menées sur la modification de surface par des silanes et/ou des
polyéthylene glycol (PEG) pour des matériaux en hydroxyapatite [156], en titane [157], en silice
[158], en oxydes métalliques [159] et en alumine [160]. Bien qu’ils soient moins étudiés que
les silanes, les composés organophosphorés présentent un grand intérét en tant que cross
linker dans la modification de surface des oxydes métalliques [161], [162]. La plupart des
protocoles de fonctionnalisation de surface par une biomolécule d’intérét sont basés sur
approche multi-étapes « grafting from » impliquant trois étapes successives allant du substrat
a la biomolécule d’intérét. La premiére étape est I'étape clé de la fonctionnalisation et sert a
faire un lien organique/inorganique. Cette étape est abordée plus en détail dans le paragraphe

suivant.
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a) Silanisation

La modification initiale de surface par un cross linker silane est la technique la plus utilisée
pour fixer des groupes fonctionnels sur des surfaces inorganiques. Les silanes sont utilisés
comme des modificateurs interfaciaux. La silanisation est une technique simple, peu colteuse
et applicable a différents types de matériaux : particules colloidales, matériaux poreux,
surfaces planes, des matériaux composites renforcés par des polymeres [163].

Un organosilane est un composé de formule générale R.SiXun (n =1, 2, 3, 4) ou X désigne
un groupement hydrolysable (alcoxyle, halogénure, carboxylate) et R un groupement
organique non hydrolysable. Le terme “fonctionnalité” qualifie le nhombre de groupements
hydrolysables autour de I'atome du silicium qui peut donc aller de 1 a 4. La Figure 23 présente
les organosilanes couramment rencontrés dans la littérature pour la modification de surface.
La fonction portée par la chaine non hydrolysable permet d’entrevoir différents types de chimie.
Le recouvrement de la surface du substrat apres silanisation dépend de la nature de

'organosilane utilisé.
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(N-(6-aminohexyl)-aminopropyltrimethoxysilane (AHAPS)
Figure 23 : Exemples d’organosilanes couramment utilisés pour la modification de surface [155].

Lors d'une silanisation de surface en milieu aqueux, I'hydrolyse des fonctions alcoxyles de
l'organosilane conduit a la formation de silanols réactifs. Une fois cette premiére étape
terminée, les silanols se condensent pour former des oligoméres hyperbranchés
tridimentionnels via des liaisons siloxanes (Si-O-Si), (Figure 24-carré vert). Cette réaction
intramoléculaire est appelée homocondensation. La formation d’un réseau tridimensionnel est
obtenue dans le cas d'organosilanes multifonctionnels, ainsi ’homocondensation sera

conditionnée par le nombre de bras hydrolysables et disponibles.
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Une réaction de condensation peut également se produire a la surface d’un substrat porteur
de groupements OH. Il s’agit d’'une réaction appelée hétérocondensation (réaction entre une
partie organique (silanols) et une partie inorganique (OH du substrat) (Figure 24 - step Il).
Cette réaction conduit a la formation d’une liaison covalente stable M-O-Si ou M représente
un élément chimique existant dans la structure du substrat et portant les groupements OH de
surface. Cette réaction s’accompagne aussi de la libération d’alcools libres en tant que produits

secondaires.
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Figure 24 : Silanisation d'un substrat solide présentant des fonctions OH disponibles en surface [155].

La silanisation sera fortement influencée par le silane et le substrat. La plupart des études
utilisant la silanisation comme premiére étape de modification de surface ont été effectuées
avec le 3-aminopropyltriéthoxysilane (APTES) [154], [164], [165], [166], [69], [167], [168],
[169], [170], [171], [172]. L'intérét de 'APTES réside dans ses groupes fonctionnels -NHz qui
seront utilisés ultérieurement pour réagir avec des groupements spécifiques comme par
exemple les aldéhydes. La silanisation par de TAPTES de wafers de silicium a permis de
mettre en évidence un recouvrement multicouches de la surface et la présence
d’hétérogénéités (amas) [173]. Bien que 'assemblage moléculaire soit meilleur dans le cas de
FAHAPS (N-(6-aminohexyl)-aminopropyltrimethoxysilane) par rapport a I'APTES, le
repliement ou le retournement de la molécule de silane affecte de maniére significative
I'accessibilité des groupes amines et par conséquent, la possibilité de liaison ultérieure des

biomolécules.

Cependant, Poli et al. ont pu quantifier les groupements amines disponibles a la surface des
substrats en HA et en SiHA (silanisation en milieu anhydre) par une méthode photométrique
UV-Vis. lls ont ainsi montré que la densit¢é d’APTES sur des substrats denses
phosphocalciques était de 8.102° mol/um? dans le cas de I'HA et 10.102° mol/um? pour SiHA
[171].
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b) Ajout d’un spacer et immobilisation d’une biomolécule

La silanisation est suivie par I'ajout d’'un spacer (molécule bi-fonctionnelle) afin d’avoir deux
réactions spécifiques c’est-a-dire silane-spacer et spacer-biomolécule. Les stratégies les plus
utilisées pour I'immobilisation covalente de peptides et de protéines sont basées sur la chimie
du glutaraldéhyde (GA) [174], [175], [172], [176], [177] ou des carbodiimides EDC (1-éthyl-3-
(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide) [154], [178], [179], [180], [181].

La Figure 25 illustre les trois étapes impliquées dans la fixation d’'une biomolécule (protéine
ou enzyme) sur des supports inorganiques. La premiére étape consiste en une silanisation de
surface par TAPTES (Figure 25-1). Ensuite le glutaraldéhyde utilisé comme spacer est fixé sur
FAPTES (Figure 25-11). Les liaisons silane-GA et GA-biomolécule (Figure 25-11l) se font par
des réactions successives de condensation entre les fonctions aldéhydes du GA et les
fonctions amines du silane puis de la biomolécule. La réaction entre le GA et la biomolécule
met en évidence une fonction imine (N=C) (Figure 25-1V).

La Figure 26 présente une autre approche d’immobilisation covalente de biomolécule par un
systéme carbodiimide (EDC) / N-hydroxysuccinimide (NHS). La fonctionnalisation commence
d’abord par une préparation de la biomolécule par une réaction entre 'EDC et le groupe
carboxylique (-COOH) de la biomolécule (Figure 26-1), ensuite le NHS réagit avec 'EDC pour
donner un ester NHS réactif (Figure 26-1l). Enfin, le NHS ester réagit avec une surface
silanisée a terminaison amine (Figure 26-11), formant une liaison amide stable et permettant

l'immobilisation de biomolécules (Figure 26-1V).
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Figure 25 : Fonctionnalisation de surface utilisant le glutaraldéhyde comme molécule bi-fonctionnelle
[155].
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Figure 26 : Approche de fonctionnalisation EDC/NHS [155].

D’autres spacers sont également utilisés comme par exemple [l'ester de bis-N
hydroxysuccinimide d’acide subérique [169], I'héparine [182] ou bien le SMP (N-succinimidyl-
3-maléimidopropinate) [165], [183], [170] qui est caractérisé par la présence d’'une fonction
maléimide externe pouvant réagir avec le groupement thiol des cystéines présentes dans une
protéine. C’est cette derniére approche qui est illustrée sur la Figure 27, présentant la stratégie
adoptée par Durrieu et al. pour 'immobilisation de peptides linéaires et cycliques sur des
substrats a base de phosphates de calcium [164]. Aprés silanisation par TAPTES (Figure 27-
1) puis ajout du SMP (Figure 27-2), les auteurs ont fait réagir la double liaison C=C du groupe
maléimide avec le groupe thiol (R-SH) de la cystéine terminale (seul acide aminé a avoir ce
groupement SH) présente dans les séquences peptidiques RGD cycliques et linéaires utilisées
(Figure 27-3).
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Figure 27 : Fonctionnalisation d'une surface en hydroxyapatite par un peptide RGD, 1) silanisation de
surface, 2) ajout d’'un SMP (N-succinimidyl-3-maléimidopropinate) et 3) immobilisation du peptide par
réaction Maléimide-SH [164].

Dans le cas de I'immobilisation de protéine ne contenant pas de cystéine libre c’est-a-dire
toutes les cystéines sont reliées entre elles par des ponts disulfures et donc aucun groupement
thiol n’est disponible pour réagir avec une fonction maléimide, une thiolation de la protéine par
chimie click est nécessaire [184]. Le réactif de Traut réagit avec les amines primaires pour
former des thiols selon I'équation sur la Figure 28. Le couplage thiol-maléimide sera favorisé
en milieux anhydre (par exemple en présence de dimeéthylsulfoxyde DMSO). En effet, en milieu
aqueux et au-dela d’un pH de 8, les fonctions maléimides peuvent réagir avec les amines

primaires de l'arginine ou de la lysine plutot qu'avec le groupe thiol [185].

s b NH3CI™
& N=NH; Cl R—NH, —_— . A sH
o H
Traut's Reagent Primary Amine Modification Producing a
Molecule Ternunal Sulfhydryl Group

Figure 28 : Réaction de thiolation d'amine primaire utilisant le réactif de Traut (fiche Thermo Fisher
Scientific).

I.4. Mise en évidence des interactions protéines-substrats et suivi
de fonctionnalisation

La mise en évidence des interactions physiques et chimiques entre des biomolécules d’intérét
et la surface de substrats nécessite I'utilisation d’outils de caractérisation spécifiques. Ce
paragraphe va décrire les différentes techniques de caractérisation utilisées et plus

particulierement la spectroscopie de force et I'imagerie Raman.
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1.4.1. Interactions physiques protéines-substrats

La microscopie a force atomique (AFM pour atomic force microscopy) appartient a la famille
des microscopies en champ proche (SPM pour scanning probe microscopy) qui repose sur un
méme principe : le balayage d’'une surface par une sonde physique afin de mesurer les
interactions entre une pointe et la surface de I'échantillon analysé. Basée sur les forces de
répulsion/attraction entre la surface et la pointe, la microscopie a force atomique connait de
nombreuses applications : topographies, mesures électriques ou magnétiques, etc. Au fil des
années, '’AFM est devenu un outil fiable pour sonder les propriétés mécaniques statiques et
dynamiques de matériaux mous avec une grande résolution offrant a cette technique de
nombreux champs d’application pour I'étude de la mécanique des cellules vivantes [186]. Par
exemple, 'AFM permet d’obtenir des informations sur la morphologie et réaliser des mesures

d’élasticité sur les cellules (évaluation de la rigidité) [187].

1.4.1.1. Principe général de ’'AFM

En microscopie a force atomique, une sonde extrémement fine est fixée sur un levier de 100
a 200 ym appelé cantilever et est montée sur un scanner a céramiques piezo-électriques
(PZT). La Figure 29 représente le principe général de 'AFM et des images par microscopie
électronique a balayage (MEB) d’'une pointe AFM associée a son cantilever.
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Figure 29 : A) Schéma du principe général d’'un microscope a force atomique, B) images MEB d’un
cantilever et C) d’'une pointe AFM.

Il s’agit de détecter des forces inter-atomiques (forces électrostatiques, de Van der Waals, de
friction, etc.) s’exercant entre cette pointe, accrochée sur un cantilever de constante de raideur
fixe, et la surface du substrat. Les forces agissant sur la pointe vont fléchir le cantilever soit
vers le bas (forces attractives), soit vers le haut (forces répulsives). La mesure s’effectue de
la maniére suivante : un faisceau laser focalisé a I'extrémité de la face arriere du cantilever est
réfléchi puis collecté sur une photodiode qui convertit la position du spot laser en une tension.
La photodiode est découpée en quatre quadrants A, B, C, D (Figure 29). La répartition globale
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du spot laser est mesurée sur les différents quadrants : la répartition de I'intensité lumineuse
entre la partie haute (signal AB) et la partie basse (signal CD) renseigne sur la position
verticale du spot et donc la déflection du cantilever. La réparation de l'intensité lumineuse de
la partie gauche (signal AC) a la partie droite (signal BD) indique la position latérale du spot et
permet de déterminer la torsion du cantilever laquelle traduit les forces de frictions qui
s’exercent entre la pointe et la surface lors du balayage. La sensibilité des photodiodes permet

de déterminer des déflections trés faibles de I'ordre de 0,1 nm.

Les modes de fonctionnement les plus utilisés en AFM sont le mode contact et le mode
intermittent (Figure 30).

Mode contact Mode intermittent (tapping)

https://www.quora.com/How-does-atomic-force-microscopy-work

Figure 30 : Modes de fonctionnement d’'un AFM.

En mode contact, la pointe balaye la surface a imager tout en restant en contact avec celle-ci
et les mouvements de la pointe sont détectés par la déflection du cantilever. Une valeur de
tension de consigne (setpoint) correspondant a une force d’appui est fixée par 'utilisateur. Une
boucle de rétroaction ou d’asservissement permet au scanner de déplacer verticalement la
pointe sur chaque point de la surface tout en respectant la consigne. Ce mode présente
quelques inconvénients : les forces de friction entre la pointe et la surface risquent
d’endommager I'’échantillon et/ou la pointe et donc limiter 'observation d’objets simplement
déposés en surface. En effet, ces derniers sont susceptibles de bouger sous I'effet des forces
de friction. Cependant, ce mode est trés souvent utilisé pour des variations en Z de 'ordre de
0,01 nm et un balayage plus rapide de la surface.

Dans le cas du mode intermittent (mode Tapping), la pointe oscille a une fréquence élevée
(par rapport a la fréquence de balayage) au voisinage de la surface a étudier. La pointe ne
touche donc la surface que par intermittence et le signal enregistré représente la variation

d’amplitude de l'oscillation.

1.4.1.2. Spectroscopie de force

La spectroscopie de force est une des applications de 'AFM. Elle permet de mesurer les forces
d’interaction faibles (10 pN a 100 nN) entre la pointe AFM et la surface de I'échantillon avec

une résolution spatiale allant jusqu’a I'’Angstrom.
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Les courbes force-distance obtenues sont enregistrées a partir de la déflexion du cantilever
en fonction du déplacement vertical Z du scanner pi€zo-électrique lors d’une approche-retrait
de la pointe en un point de la surface du substrat. La Figure 31 représente une courbe force-
distance. Au début 'ensemble pointe-cantilever est descendu par le scanner PZT vers la
surface de I'échantillon avec une déflection nulle du cantilever (étape A). Lorsque la pointe
s’approche de la surface, le cantilever subit une déflection progressive vers le bas sous I'effet
des forces attractives de Van der Waals. Ces forces donnent lieu alors a un premier point de
contact (étape B). Le scanner continue a descendre I'ensemble pointe-cantilever, ce dernier
flechit (étape C) jusqu’a atteindre la force (tension de consigne) fixée par I'utilisateur. Apres
un certain temps de contact, le scanner prend le chemin inverse et éloigne la pointe du
matériau mais celle-ci reste accrochée a la surface du substrat a cause de la force d’adhésion
qui s’exerce entre la pointe et la surface de I'échantillon. Cela provoque une déflection du
cantilever (étape D). L’étape E met en évidence le phénoméne d’adhésion sur le matériau
correspondant a I'observation d’un pic sur la courbe de retour. L’amplitude du pic représente
alors la force d’adhésion. La pointe finit par se séparer brutalement de la surface « pull-off »

(E = arrachement) et le cantilever revient a une déflection nulle.

(C) Contact -+—— Extending
——» Retracting

(B) Jump to contact (A) Approach

Deflection

Piezotransducer movement

Figure 31 : Exemple d’'une courbe force-distance [99].

La détermination du coefficient de sensibilité ainsi que de la constante de raideur du cantilever

permet de remonter a la force d’interaction en utilisant la formule de Hooke :

F=kxaxd
Avec,
F : force d’adhésion en N ;
k : constante de raideur de la pointe en N.m™;
o : coefficient de sensibilité de la mesure en m.V';
d : déflection du cantilever en V.
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1.4.1.3. Apport de la spectroscopie de force a I'’étude des matériaux biologiques

La spectroscopie de force est une technique couramment utilisée afin d’obtenir des
informations sur le repliement des protéines [188], [189] ou I'adhésion cellulaire [190], [191],
[192].

L’affinité des protéines pour un substrat donné est mesurée en spectroscopie de force a l'aide
d’une pointe fonctionnalisée par la protéine ou un assemblage de protéines. La pointe est
d’abord approchée a la surface, puis rétractée, les biomolécules sont alors éloignées de la
surface et étirées. La force est alors mesurée par la déflection du cantilever. L’éloignement de
la pointe de la surface peut éventuellement induire un dépliement des biomolécules comme
illustre la Figure 32. Ces courbes de force impliquent des phénomeénes de changement de

conformation comme I'élongation, le dépliement ou la relaxation d’'une protéine.
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Figure 32 : Exemple d'une courbe de force (approche et retrait) entre une pointe fonctionnalisée par la
fibronectine et un polymere polypyrrole (PPy) illustrant le phénomeéne de dépliement de la fibronectine
[193].

De nombreuses études traitent de 'adhésion cellulaire en particulier a la surface de matériaux
destinés a étre implantés, c’est pourquoi plusieurs travaux portent sur la fibronectine et
I'ostéopontine, protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire. Les travaux de Pietak et al. ont
permis de déterminer les forces d'interactions entre I'ostéopontine et des biocéramiques a
base de phosphate tricalcique stabilisé par du silicium (Si-TCP). Les résultats ont mis en

évidence des forces de l'ordre de 2,5 nN [194].

Plus récemment, Gelmi et al. ont étudié les interactions et quantifié 'adhésion entre de la
fibronectine, greffée sur une pointe AFM, et des films de polypyrrole (PPy) dopé avec des
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glycosaminoglycanes (GAG) tels que le sulfate de chondroitine (CS), I'acide hyaluronique (HA)
et le sulfate de dextran (DS), connus pour avoir une certaine affinité pour la fibronectine [193].
Les images AFM force-volume réalisées sont présentées en Figure 33. Les images AFM de
PPy/CS (Figure 33-A) et PPy/HA (Figure 33-B) montrent une différence dans la force et la
distribution de I'adhésion des protéines. Le PPy/CS présente une force d'adhésion supérieure
a celle du PPy/HA. Cela est da a I'uniformité du dopage CS dans tout le polymere qui favorise
une densité de liaison plus élevée. Ces images AFM force-volume ont permis de confirmer
l'implication des dopants GAG dans I'adhésion de la Fn et montrent en outre que le type de
dopant et les différences dans leur distribution spatiale affectent les forces d’adhésion des
protéines.
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Figure 33 : Images AFM force-volume obtenues sur des films de polypyrrole (PPy) dopés avec A) le
sulfate de chondroitine (CS) et B) I'acide hyaluronique (HA). Les images AFM force-volume ont été
effectuées en milieu PBS (Phosphate-buffered saline) sur des zones 500 x 500 nm? avec une
résolution de 32 x 32 courbes de forces, I'échelle en couleur est en nN [193].

Une autre approche consiste a étudier la répartition des protéines comme l’illustre les travaux
de Dupont et Jacquemart [195]. Des couches de collagene, montrant une structure fibrillaire
de dimensions nanométriques ont été obtenues par adsorption de collagéne sur du
polystyrene (PS), suivie d'un séchage a faible débit. La forme fibrillaire observée sur les
images AFM topographiques a également été observée sur la carte d'adhésion obtenue dans
I'eau (Figure 34). Aucune adhésion ou une trés faible adhésion a été observée sur les fibres
de collagéne, alors qu'une adhésion plus élevée a été enregistrée dans les trous des fibres.
Les mesures de force entre la pointe et la surface du polystyréne indiquent une adhésion de
1,9 nN, alors qu’il n’y a pas d’adhésion entre la pointe et le collagéne (0,33 nN). Cela met en

lumiere une hétérogénéité de la surface d’un point de vue chimique et physique.
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Figure 34 : Image AFM force-volume d’'une couche de collagéne adsorbée a la surface de polystyréne
dans I'eau sur des zones de 2 x 2 um? avec une résolution de 32 x 32 courbes de forces, une échelle
de hauteur en gris indique une force maximale de 1,5 nN [195].

Agapov et al. ont étudié I'influence concentration/rugosité sur les forces d’adhésion. Pour ce
faire, ils ont effectué des mesures de forces entre différents tensioactifs fluorés et un
copolymeére en latex ayant une rugosité trés faible (7 a 12 nm) [196]. Les images AFM force-
volume réalisées sur des surfaces de 40x40 um? ont permis de mettre en évidence des zones
de fortes et faibles adhésions avec des formes plus ou moins circulaires. L’adhésion semble
augmenter en fonction de la concentration des solutions des tensioactifs fluorés (80, 160, 250
et 400 ppm). A linverse pour des échantillons similaires de rugosité inférieure a 7 nm

I'adhésion semble uniforme quel que soit la concentration du tensioactif fluoré.

Comme nous l'avons vu, la fibronectine peut adopter différentes conformations en solution et
influencer sur 'adhésion des ostéoblastes en fonction de sa concentration. Matsui et al. ont
réalisé des images AFM de la surface de substrats en HA, la zone scannée étant de
30x30 um?2. Les résultats montrent qu’a faibles concentrations (0,5 pg/mL) les molécules de
fibronectine adherent plus fortement et présentent une structure compacte (structure
granulaire) alors qu’a des concentrations plus élevées entre (5 et 50 pg/mL), la structure est
fibrillaire [197]. Ces observations suggérent que la concentration en fibronectine influence sa
structure et donc I'adhésion des cellules par la suite. Le contréle du gradient de concentration
en fibronectine est donc important pour la régulation des interactions entre biomatériaux et

cellules.

Les études portant sur la distribution de la fibronectine surfacique ont été menées par
Gonzalés-Garcia et al. avec différentes concentrations de fibronectine (2, 5, 10 et 20 pg/mL).
La répartition de la fibronectine a la surface nanométrique préparée a partir de polymeres
(acide polylactique et polystyrene) a été suivie par AFM [198]. Les résultats ont montré qu’une
concentration élevée de la solution de fibronectine conduisait a une distribution uniforme de la

protéine sur toute la surface.
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La spectroscopie de force trouve également de nombreuses applications en biologie :
évaluation des propriétés mécaniques des cellules [199], étude des cellules cancéreuses etc.
Par exemple, Wang et al. ont montré avec une pointe fonctionnalisée par un anticorps CXCR4,
gu’une cellule cancéreuse posséde un module d’Young différent de celui des cellules saines,
ce qui engendre des propriétés structurales et mécaniques différentes [200]. D’autres travaux
réalisés sur des cellules neuronales ont mis en évidence une augmentation du module
d’élasticité lorsque la cellule est en phase d’extension par rapport a une phase de non-activité
[201].

1.4.2. Suivi de fonctionnalisation de matériaux hybrides
inorganiques/organiques

Le suivi de la fonctionnalisation des matériaux hybrides inorganiques/organiques par des
techniques d’imagerie a pour objectif dans notre cas, la mise en évidence de la partie
organique. Dans le cas d’une fonctionnalisation multi-étapes, I'imagerie en fluorescence ou
vibrationnelle permet d’'accéder a la répartition spatiale des molécules organiques
intermédiaires de fonctionnalisation (cross linker et spacer) et de la protéine immobilisée sur
une surface plus large comparée aux surfaces étudiées en microscopie a force atomique
(AFM). De plus, I'imagerie en fluorescence ou vibrationnelle fournit une réponse chimique
(caractérisation chimique) contrairement a I'imagerie par AFM qui dans notre cas est utilisé

comme un outil permettant de caractériser plutét la morphologie de la surface (caractérisation
physique).

Parmi les techniques permettant un suivi de fonctionnalisation on notera : l'imagerie en

fluorescence, I'imagerie par spectroscopie infrarouge et 'imagerie Raman.

1.4.2.1. Imagerie en fluorescence

La microscopie en fluorescence est une technique d’imagerie optique mettant a profit le
phénoméne en fluorescence. C’est un phénoméne d’émission lumineuse de la matiére qui
peut étre provoquée par diverses formes d’excitation autre que la chaleur. La premiére
observation du phénoméne de fluorescence a été realisée par Herschel en 1845 sur une
solution de quinine exaltée par la lumiére du soleil. C’est Stokes, en 1853, qui donnera pour
la premiére fois le nom de fluorescence a ce phénoméne, mais c’est Jablonski qui développera
ce concept dans les années 1920-30. Une molécule dite fluorescente va absorber de I'énergie
lumineuse (lumiere d’excitation) et la restituer sous forme de lumiéere fluorescente (lumiére
d’émission) (Figure 35). La formation d’une image en fluorescence repose alors sur la
détection de la lumiére émise. Un échantillon fluoresce soit parce qu’il comporte un

groupement chimique fluorescent soit suite a un marquage par des molécules fluorescentes.
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Figure 35 : Diagramme de Perrin-Jablonski représentant le phénoméne de fluorescence.
(Wikipédia/26-10-2018)

La microscopie en fluorescence est un outil de choix pour I'observation des échantillons
biologiques. En effet, cette technique permet d’étudier la localisation des structures a I'échelle
subcellulaire. Un marquage spécifique par des anticorps ou des sondes est nécessaire pour
mettre en évidence des éléments biologiques. La Figure 36 présente une image en
fluorescence en fausse couleur (chague couleur correspond a une structure différente) de
cellules MC3T3-E; (pré-ostéoblastes murins) cultivées sur un disque d’hydroxyapatite silicatée
(SiHA) par Amandine MAGNAUDEIX, maitre de conférences au laboratoire IRCER. Certaines
structures cellulaires ont été mise en évidence par immunomarquage (utilisation d’anticorps
visant une cible moléculaire spécifique) ou grace a l'utilisation de sondes fluorescentes
(molécules fluorescentes ayant une affinité pour des structures cellulaires spécifiques). Sur la
Figure 36, la couleur rouge clair au centre des cellules représente les adhésions focales des
cellules. Elles ont été marquées avec un anticorps primaire anti-vinculine'® produit chez le
lapin, puis un anticorps secondaire anti-lapin (produit chez la chevre) et couplé au
fluorochrome Alexa Fluor A594. La couleur verte indique le cytosquelette d’actine marquée a
la phalloidine' couplée a I'Alexa Fluor A488. Enfin, les noyaux cellulaires, en bleu, et sont
marqués au Hoechst 33342, une molécule qui se fixe au grand sillon de la molécule d’ADN.

10 Vinculine : protéine membranaire et cytosquelettique présente au niveau des plaques d’adhésion
focale.
" Phalloidine : toxine qui se fixe spécifiquement aux filaments d’actine polymérisés et s’oppose a leur
dépolymeérisation.
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50 ym

Figure 36 : Image en fluorescence des cellules MC3T3-E+ en fausse couleur.

La microscopie en fluorescence peut étre utilisée pour caractériser la présence de protéines
en surface. C’est une technique sensible, 'augmentation de l'intensité de fluorescence étant
directement liée a la quantité de molécules présentes. Par exemple, Llopis-Hernandez et al.
ont caractérisé I'adsorption de fibronectine (Fn) sur des monocouches auto-assemblées
mixtes (SAM pour Self-Assembled Monolayers) d'alcanéthiols a terminaison -CHs [202]. Les
SAM assemblés sur de I'or sont des surfaces organiques hautement ordonnées capables de
fournir différentes fonctionnalités chimiques et des propriétés de surface bien contrblées.
Aprés adsorption de la fibronectine (Fn) sur cette surface, des cellules MC3T3-E1 y ont été
cultivées et observées en microscopie apres marquage immunofluorescent avec un anticorps
anti-Fn. Les images obtenues (Figure 37) montrent que la fibronectine est adsorbée a la
surface du matériau (fond rouge) et la maniére dont les cellules réorganisent cette couche de
fibronectine. En effet, I'intensité de fluorescence, qui traduit la présence de la fibronectine a la
surface du substrat varie : plus la couleur rouge est intense plus il y a de la fibronectine. Les
zones noires-sombres correspondent a la fibronectine adsorbée et les zones de couleur rouge
vif a la sécrétion et formation de fibrilles Fn par les cellules. En effet, Les cellules ont tendance
a adhérer et a réorganiser les protéines adsorbées de la matrice extracellulaire (MEC) a la

surface du matériau selon un motif en forme de fibrille.

Figure 37 : Réorganisation cellulaire sur la fibronectine adsorbée [202].
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L’intensité en fluorescence peut étre mesurée et est accessible par un traitement d’image.
Pour ce faire, il est nécessaire d’avoir une référence interne, c’est-a-dire un échantillon ayant
une densité de protéine connue permettant d’attribuer une valeur d’intensité de fluorescence.
Sans cet étalon, I'analyse est qualitative et comparative (comparaison d’intensités de

fluorescence dans des conditions d’acquisition d’images identiques) mais non quantitative.

1.4.2.2. Imagerie Infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) est une spectroscopie vibrationnelle. Elle recouvre une large
gamme de techniques. Elle repose sur les interactions entre la matiére et un rayonnement
électromagnétique infrarouge sur une gamme de fréquence déterminée. Il s’agit d'une
technique de caractérisation permettant de déterminer la nature des liaisons chimiques

présentes dans une molécule.

Aujourd’hui la spectroscopie infrarouge n’est plus limitée a I'acquisition de spectres ponctuels
d’absorption, elle permet également de générer des images 2D reconstruites sur une
bande/mode spécifigue permettant la mise en évidence d’hétérogénéités chimiques.
L’'imagerie IR est appliquée aujourd’hui a des systémes biologiques complexes comme la

caractérisation de Iésions tumorales sur des coupes tissulaires [203], [204].

Parmi les techniques d’imagerie en infrarouge figurent I'imagerie par réflectance totale
atténuée ATR (ATR pour attenuated total reflectance) et I'imagerie dite globale. L’imagerie
ATR se sert du phénomeéne de réflexion entre deux milieux d’indice de réfraction différents. Le
cristal ATR utilisé (diamant, germanium, efc.) doit posséder un indice de réfraction nettement
supérieur a celui de I'échantillon. L’image infrarouge est obtenue par contact de I'échantillon
avec le cristal qui est placé sur une platine motorisée XY. La résolution spatiale d’'une image
infrarouge en mode ATR avec un cristal de type germanium (indice de réfraction = 4) est
inférieure a 2 um/pixel. Cependant, il s’agit d’'une technique d’imagerie par contact, la surface
de I'échantillon (partie organique) engagée avec le cristal peut étre détériorée ou modifiée par

la force appliquée localement.

L’imagerie infrarouge globale peut quant a elle étre réalisée en réflexion ou transmission. Elle
utilise un systeme de platine motorisée de précision micrométrique contrélée par le logiciel. La
résolution spatiale garantie avec ce systéme d’'imagerie est de I'ordre de 10 um. Un exemple
de ce type dimagerie infrarouge est présenté en Figure 38. Sebiskveradze et al. ont
caractérisé des coupes tissulaires de 6 a 10 um d’épaisseur déposées sur des fenétres de
fluorure de calcium (CaF;) [205]. La figure présente une image optique d’une coupe tissulaire,
la zone scannée en imagerie IR est entourée en rouge (Figure 38-A). L'image infrarouge
(Figure 38-B) de la coupe tissulaire est représentée avec une échelle en couleur qui traduit
'absorbance des pixels constituant 'image : en bleu les pixels de faible absorbance, en rose
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ceux de forte absorbance. La croix rouge, sur cette image infrarouge, correspond a une zone
ou les bandes amide | et amide |l des protéines ont été révélées (Figure 38-C). Une analyse
par déparaffinage numérique (analyse multivariée par chimiométrie) est nécessaire pour une
interprétation plus pertinente des données spectrales. En effet, les échantillons sont inclus
dans de la paraffine afin de pouvoir étre coupé. La paraffine, alcane a plus de 20 atomes de

carbone, induit donc des bandes dans les mémes zones spectrales que les protéines.
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Figure 38 : Exemple d'image spectrale IR d’'une coupe tissulaire paraffinée avec (A) une image
optique avec la zone d’acquisition entourée en rouge, (B) une image IR avec I'échelle de couleur qui
correspond a I'absorbance moyenne de la zone analysée (résolution spatiale de 6,25 um/pixel,
gamme spectrale : 750-4000 cm-*, résolution spectrale de 4 cm' et 16 accumulations par spectre) et
(C) spectre correspondant au point d’acquisition matérialisé par la (croix rouge). En encart, la région
spectrale des bandes amide | et amide 1l [205].

1.4.2.3. Imagerie Raman

Ce paragraphe va décrire la technique de I'imagerie Raman qui sera utilisée dans le présent
travail car d’'une part, nous ne disposons pas d’un étalon (i.e. une céramique dense en HA et
en CHA fonctionnalisée avec une densité de VEGF connue), de ce fait 'approche d’imagerie
en fluorescence, bien que trés sensible, n'a pas pu étre faite, et d’autre part, 'imagerie
infrarouge n’a pas été utilisée car nous ne disposons pas a ce jour d’'un imageur infrarouge au
sein du laboratoire IRCER.
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1.4.2.3.1. Principe de I'effet Raman

La spectroscopie de diffusion Raman a été découverte en 1928 par le physicien indien Sir
Chandrasekhara Venkata Raman et repose sur le phénomene de diffusion inélastique de la
lumiére. Elle permet d’étudier la réponse vibrationnelle d’'un échantillon résultant de la lumiére
diffusée inélastiquement aprés excitation par un rayonnement laser monochromatique de
longueur d’onde donnée comme pour la spectroscopie infrarouge, chaque mode vibrationnel

est caractéristique d’'un type de liaison présent dans I'échantillon.

Lorsqu’un milieu (solide, gaz, liquide) est éclairé par un faisceau lumineux monochromatique
de longueur d’onde vo, la majeure partie de la lumiere incidente est diffusée sans modification
de fréquence, les photons sont diffusés alors de fagon élastique (diffusion Rayleigh - Figure
39). Mais un photon sur un million va avoir une énergie différente du photon incident (diffusion
inélastique). Le photon incident peut étre diffusé soit avec une fréquence inférieure a la
longueur d’'onde vo, le phénoméne est alors appelé diffusion Stokes, soit avec une fréquence

supérieure a la longueur d’'onde vo et dans ce cas-la il s’agit d’'une diffusion anti-Stokes.

Energie Diffusion Diffusion Diffusion
Raman Rayleigh Raman anti-
. stokes stokes
Niveau
électronique
Niveau virtuel . $ $
Photon Photon Photon Photon Photon Photon
incident diffusé incident diffuse incident diffusé
Py hu, -h hu huy hu hu, +h
3
'Y
. . 9 4

Figure 39 : Diagramme des niveaux d'énergie impliqués en spectroscopie Raman (diffusions,
Rayleigh, Stokes et anti-Stokes) [208].

1.4.2.3.2. Signature en diffusion Raman des protéines, des phosphates de calcium et
du tissu osseux

e Les protéines

En littérature, 'imagerie Raman conventionnelle sur des protéines est peu référencée, d'ou la
nécessité de connaitre la signature vibrationnelle des fonctions recherchées. Les protéines
sont constituées d’acides aminés, ces derniers possédant des fonctions chimiques propres
mais communes a toutes protéines. Les fonctions présentes dans les 21 acides aminés

rencontrés chez les eucaryotes sont présentées en annexe 1.
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Le spectre Raman d’une protéine peut étre décomposé en trois parties :

- le domaine basse-fréquence de 10 a 300 cm™;
- le domaine de fréquence distinctif de la structure secondaire (majoritairement
constituée d’hélices-a et de feuillets-B) de la protéine de 500 a 1800 cm™';
- le domaine des modes de vibration d’élongation des liaisons O-H, C-H... de 2000 a
3800 cm™.
Généralement, le second domaine permet de suivre les changements de conformation d’une

méme protéine ou de distinguer deux molécules de méme formule chimique.

Les différences observées peuvent étre significatives comme par exemple dans le cas des
sucres de sucrose et de tréhalose, deux disaccharides de formules brutes Ci2H22011 utilisés
comme bioprotecteurs [207]. La Figure 40 présente les spectres Raman du sucrose (S) et du
tréhalose (T) sur un domaine de fréquences entre 500 et 1800 cm™'. Les deux spectres sont
assez similaires. Néanmoins les différences observées peuvent étre attribuées aux variations

entre leurs structures moléculaires.

Intensité

400 600 800 1000 1200 1400 1600
v(em™)

Figure 40 : Spectres Raman du tréhalose (T) et du sucrose (S) [207].

Dans le cas des protéines, les principaux mouvements de vibrations sont attribués aux
fonctions amides (liaisons peptidiques). Leur variété ainsi que leur nombre (amides |, Il et 1l1)
amene a des réponses vibrationnelles nombreuses et complexes a séparer (Tableau 1). La
Figure 41 présente la fonction amide correspondant a la liaison peptidique des protéines.

La bande «amide | » est généralement la bande la plus intense située entre 1600 et
1700 cm'. Elle représente les vibrations d’élongation des liaisons C=0 (70 % a 80 % du
squelette de la protéine) couplée a une faible contribution des vibrations de déformation des

liaisons C-N.
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Rl
Figure 41 : Représentation de la fonction amide correspondant a la liaison peptidique des protéines.

La bande « amide Il » se situe entre 1510 et 1560 cm™. Elle est due aux mouvements de
déformation de la liaison N-H et d’élongation de la liaison C-N, mais également a une faible
contribution du mouvement de déformation de la liaison C-O. Il s’agit d’'une bande tres active
en spectroscopie infrarouge et moins en spectroscopie Raman. Peu d’informations sur la

structure de la protéine sont apportées par cette bande [208].

La bande « amide Il » est généralement observée entre 900 et 1400 cm'. Elle correspond a
une combinaison des mouvements d’élongation de la liaison C-N et de déformation de la
liasison N-H. Il s’agit de la bande principale impliquée dans la caractérisation de la structure

secondaire de la protéine car sa position differe entre feuillets B et hélice a.

Nombre d’onde (cm-) Nature des bandes
940 Squelette N-Ca-C (hélice-a)
960-980-1240 Amide llI (feuillet-B : v(C-N) et §(N-H))
1340 Amide Il (hélice-a : §(N-H) et v(C-N))
1510-1560 Amide I : 3(N-H)
1650-1660 Amide | : v(C=0)

Tableau 1 : Attribution des bandes vibrationnelles des amides (liaisons peptidiques) en spectroscopie
Raman [207]-[209].

Si on s’intéresse aux acides aminés de facon plus spécifique, les acides aminés soufrés
comme la cystéine (présence de liaisons SH et S-C) et la méthionine (présence de liaisons
S- C), et les acides aminés aromatiques (présence de liaisons C=C conjuguées) présentent
également des bandes spécifiques en spectroscopie Raman. Le Tableau 2 regroupe les
positions des principales bandes Raman des acides aminés aromatiques d’aprés les travaux
de Domenech-Casal et al. [209], Taleb et al. [210] et Kahraman et al. [211]. Cependant les
auteurs n’ont pas précisé les modes de vibration associées aux différentes liaisons chimiques.
L’attribution de la plupart des bandes a été faite a I'aide des tables de vibration en infrarouge
[212].
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Les ponts disulfures formés entre deux cystéines (Cys) et impliqués dans la structure tertiaire
de la protéine, induisent une réponse a 500-550 cm™" correspondant a I'élongation de la liaison
S-S. Pour les acides aminés a chaine latérale aromatique (phénylalanine (Phe), tyrosine (Tyr),
tryptophane (Trp)), leur cycle aromatique donne lieu a des bandes Raman observées a
1005 cm™ pour la vibration de la phénylalanine (vibration de respiration : mouvement
d’expansion et contraction du noyau benzénique), autour de 1600 cm™" (Phe : 1605, 1584 cm™ ',
Tyr et Trp : 1584 cm™, Trp : 1618 cm™). Le cycle aromatique de la tyrosine est généralement
observé a 1255, 1210, 1176, 850, 830 et 643 cm™.

Acide aminé Nombre d’onde (cm')
Cys 503 : v(S-S)
Phe 620, 1000 : v(C-C), 1030 : v(C-N), 1605 : v(C=C),
Tyr 640, 830, 850, 1590 : v(C=C)
Trp 650, 747,1011, 1340, 1360, 1618 : v(C=C),
1621 : v(C-C)

Tyr, Phe 1170, 1200 : v(C-N)

Trp, Phe 1584 : v(C=C)
His 3110, 3160 : v(N-H)

Tableau 2 : Attribution des bandes vibrationnelles en spectroscopie Raman des principaux acides
aminés aromatiques, de la cystéine (Cys) et de la histidine (His) [209], [210], [211].

o Les phosphates de calcium

Dans le cadre de ces travaux, nous nous sommes intéressés aux matériaux a base de
phosphates de calcium. Les signatures Raman des phosphates de calcium et plus
particulierement de [I'hydroxyapatite stoechiométrique (HA : Caio(PO4)s(OH)2) et des
hydroxyapatites carbonatées mixte (CagHA : Ca, [l (PO,). (COs) (OH), 2y(COs)yIZI ) sont

X x- x-y
connues. La Figure 42 présente les spectres Raman de deux céramiques denses en HA
(spectre A) et en CHA (spectre B) effectués pour le présent travail. Les différents modes de
vibration Raman des groupements phosphates (PO.) caractéristiques de tout substrat
phosphocalcique sont identifiés sur les spectres Raman et présentés en Figure 43. Le mode
v2PO, (déformation angulaire symétrique) est observé a 449 et 432 cm™, le mode v4POs
(déformation angulaire asymétrique) a 604, 590 et 592 cm™, le mode v:PQO, (élongation
symétrique) a 961 cm™ et enfin le mode vsPQO4 (élongation asymétrique) a 1077, 1050 et
1037 cm™'. La bande observée a 3573 cm™ correspond au mode d’élongation symétrique (vs)
du groupement hydroxyle (OH). Ces attributions des différents modes sont en accord avec la

littérature [213]. La bande associée aux ions carbonates (viCOs) en site A (substitution des
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ions OH- par les ions CO32) est observée a 1107 cm™ [214]. La bande associée aux ions
carbonates en site B (substitution des ions PO4* par les ions CO3?) est sensée apparaitre a
1070 cm™ [43], [214]. Il s’agit de la méme position de la bande associée au mode de vibration

vs des groupements phosphates POs..
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0
3
=
1]
E
&
2
2 (PO,)
E | v,(PO,
= v,C04(A)
oz
1, wgpos e
m a VS(OH) B
A
M J AL,
400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900

Nombre d'onde (cm™)

Figure 42 : Spectre Raman dans l'intervalle 400-4000 cm-' des céramiques en (A) HA et frittée a
1200 °C durant 30 min sous air et en (B) CHA (Cag 5(POa4)s55(COs3)0,5(0OH)1,0(COs)o,25) et frittée a 960 °C
durant 2 h sous CO:a.

v,(PO,) : déformation symétrique  v,(PO,) : déformation asymétrique  v,(PO,) : élongation symétrique V3(PO,) : élongation asymétrique

Figure 43 : Modes de vibration des groupements phosphate (POa).

e Le tissu osseux

Le tissu osseux est un matériau hybride minéral et organique. Il s’agit d’'un matériau composite
complexe avec une structure hiérarchique et sa résistance dépend de ses propriétés
structurales. L’évaluation de la composition chimique des os est compliquée en raison de
I'nétérogénéité des tissus. La spectroscopie vibrationnelle reste alors une bonne approche
pour mettre en évidence cette hétérogénéité [215], [216]. La Figure 44 présente un exemple
de spectre Raman d’un tissu osseux. L’évaluation de la composition d’un tissu osseux a permis

de révéler la présence des groupements phosphates (PO.): viPOs (961 cm™) voPOs
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(438 cm ") et v4PO4 (589 cm™), des carbonates en site B viCO; a 1075 cm™ et la partie
organique avec les bandes caractéristiques de I'amide Il et | qui sont respectivement a 1256
et 1677 cm™'. La vibration de la bande associée a I'élongation de la liaison C-H (v(CH)) est
observée a 2937 cm™'. Cette étude montre qu'il est possible de caractériser a la fois la partie

organique et inorganique des matériaux hybrides par spectroscopie vibrationnelle.

C-H stret.

COs C-H bending
v2PO. /Amlde IH/ Amide |
¥ V4 POy /
{\/\/C\N i i
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Raman shift (cm™')

Figure 44 : Spectre Raman d'un tissu osseux [216].

1.4.2.3.3. Imagerie Raman

L'imagerie Raman 2D permet d’accéder a différents types d’informations comme la
détermination des orientations cristallographiques [217], les contraintes mécaniques [218],
'analyse des médicaments dans le domaine pharmaceutique [219], [220], [217] et la
composition de I'os [221], [215], [222]. L'imagerie Raman est aujourd’hui un outil de choix pour
la bio-imagerie grace aux nouveaux systémes trés lumineux permettant Il'utilisation de
longueurs d’onde ayant un faible rendement Raman. Ceci permet d’éviter une détérioration

des molécules biologiques par échauffement local [221-224] [222], [221], [223].

A notre connaissance, aucune étude par imagerie Raman conventionnelle de matériaux
hybrides : phosphates de calcium/biomolécules n’a pas été réalisée auparavant. Cependant,
on peut citer les travaux de Bonifacio et al. qui porte sur I'étude d’un cartilage articulaire (tissu
conjonctif) par imagerie Raman. L’objectif de cette étude était d'évaluer la faisabilité de la
mesure par imagerie Raman sur un échantillon de cartilage articulaire [222].

Les principales différences de composition biochimique et d'orientation des fibres de collagene
entre les zones superficielles, moyennes et profondes du tissu sont facilement observables
sur les coupes tissulaires de 10 um d’épaisseur. Le collagéne, les protéines non collagéniques,
les protéoglycanes et les acides nucléiques peuvent étre distingués sur la base de leurs
différentes signatures spectrales, et leur abondance relative dans les échantillons de tissus

peut étre estimée par imagerie Raman [222].
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La Figure 45 représente la distribution de plusieurs composants biochimiques dans les trois
régions examinées de I'échantillon de cartilage articulaire. Le traitement des images Raman
réalisé avec des techniques multivariées de chimiométrie ne seront pas détaillées dans le
présent travail. Les positions des cellules individuelles regroupées en groupes isogenes sont
identifiables par imagerie Raman sur des zones ou la distribution de lintensité des bandes
d’ADN sur lI'image optique n'a pas apporté d’information morphologique. Les petites zones
dans lesquelles 'ADN apparait plus dense sont probablement dues aux noyaux des
chondrocytes (cellules composants le cartilage). Dans la zone superficielle, la position des
cellules est repérable par la forme aplatie comme le montre les zones rouges de la réponse.
Le sulfate de chondroitine (CS) a une concentration plus élevée dans la matrice entourant
immédiatement les chondrocytes, tandis que le collagéne est le plus dense dans la matrice
extracellulaire (MEC) (couleur rouge-jaune). Les protéines non collagéniques sont associées
a la présence des acides aminés aromatiques tels que la phénylalanine (Phe), la tyrosine (Tyr)
et le tryptophane (Trp), qui sont moins présents dans le collagéne. Les protéines non
collagéniques sont plus denses dans les cellules que sur les régions ou le collagéne est
présent.

DNA chondroitin sulfate collagen non-collagenous proteins

N . T o e

superficial
zone

middle
zone

deep
zone

Figure 45 : Image d'un cartilage articulaire par Raman conventionnel. Les spectres ont été collectés
avec un pas de 1 ym et un temps d’acquisition de 10 s par spectre dans le domaine 600-1800 cm-'.
Les images sont reconstruites sur la somme des intensités caractéristiques de chaque constituant
biochimique situées a 1578, 1488 et 782 cm' pour I'ADN, 1380, 1342 et 1068 cm-" pour le sulfate de
chondroitine, 1271, 1246, 920, 857 et 816 cm™' pour le collagene et 1555, 1127 et 1004 cm™ pour les
protéines non collagénes. La couleur bleu traduit une faible réponse Raman et le rouge une forte
réponse Raman [222].
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Pour conclure, au cours des dernieres années, |'utilisation de la spectroscopie Raman et plus
précisément de I'imagerie Raman 2D pour des applications médicales a considérablement
augmenté. Son attrait vient de sa capacité a fournir une réponse vibrationnelle caractéristique
du systeme moléculaire du matériau étudié. En biologie, I'intérét de I'imagerie Raman réside
dans la possibilité de travailler a des longueurs d’onde élevées et a des puissances a
I'échantillon faibles qui permettent d’éviter ainsi une détérioration de la partie organique sous
le faisceau du laser. Aucun contact physique n’est établi avec I'échantillon. L'imagerie Raman
permet d’analyser la chimie d’'une surface fonctionnalisée et d’imager la distribution spatiale
de la partie organique présente en surface avec des bandes trés étroites et des images
chimiques de haute résolution spatiale autour de 1 um (résolution tres satisfaisante pour

I'étude des tissus a I'échelle des cellules individuelles).

Une autre technique d’'imagerie Raman existe dans le but de forcer I'excitation d’une liaison
chimique des molécules présentes dans un échantillon biologique. Cette technique utilise
I'effet Raman stimulé comme origine de contraste et permet de générer des images en trois
dimensions sans préparation ni marquage d’échantillons. Il s’agit du Raman CARS (Coherent
Anti-Stokes Raman Scattering). Bien que le Raman CARS soit trés utilisé en imagerie
cellulaire [225] [226], I'imagerie par Raman conventionnel permet d’obtenir des images bien
résolues de molécules organiques avec une réponse vibrationnelle plus intense qu'en
imagerie CARS. Cette technique ne sera pas utilisée dans ces travaux, nous n’en

développerons donc pas les avantages et les inconvénients dans ce manuscrit.
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I.5. Conclusion

La réparation des gros défauts osseux reste un défi orthopédique clinique majeur. L'os est un
tissu trés vascularisé capable de s’auto-réparer a condition que le défaut a combler soit de

petite taille.

Les matériaux a base de phosphate de calcium, notamment I'hydroxyapatite, sont largement
employés comme substituts osseux, mais, ils présentent au mieux des propriétés
d’ostéoconduction, lesquelles favorisent une repousse osseuse sur des petites zones a
reconstruire et lorsqu’ils sont en contact direct avec I'os. Cependant ces propriétés demeurent
insuffisantes lorsqu’il s'agit de régénérer de larges pertes de substances osseuses dans
lesquelles le contact os-matériau ne se fait qu’a I'extrémité de la zone a reconstruire comme
le montre la prothése cranienne en céramique développée a Limoges et présentée en Figure
46 [227].

Figure 46 : Prothése de crane en céramique [227].

Il est donc devenu primordial de développer des substituts osseux en céramiques
phosphocalciques ostéoinducteurs pour la réparation de grands défauts osseux ou de zones
a fortes sollicitations mécaniques. Une fonctionnalisation par des biomolécules d’intérét
apparait judicieuse afin de stimuler le comportement des cellules soit par des protéines comme
la BMP afin d’agir sur les processus de minéralisation du substitut osseux, soit par des facteurs
de croissance comme le VEGF qui est impliqué dans la vascularisation. Mais avant de
fonctionnaliser un matériau, il parait judicieux d’étudier I'impact de la composition chimique de
ce dernier sur I'adhésion cellulaire, premier phénomene rencontré une fois le biomatériau

implanté.

La premiére partie de ce manuscrit sera dédiée a une approche des interactions physiques
protéines-substrats en utilisant la spectroscopie de force comme outil de caractérisation a
'échelle nanométrique. L’objectif sera de préciser et mieux comprendre I'apport de cette
technique a la connaissance des phénomenes biologiques tels que I'adhésion cellulaire. Dans
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cette optique, I'affinité de la fibronectine (protéine impliquée dans I'adhésion cellulaire) sera
évaluée sur des céramiques en HA, SiHA et CHA en étudiant I'influence de leurs topographies
et de leurs compositions chimiques. Pour cela des images AFM force-volume seront réalisées
dans des conditions semblables aux conditions physiologiques (milieu liquide, 37 °C).

Cette étude bibliographique a décrit deux stratégies différentes de fonctionnalisation par des
biomolécules d’intérét : I'adsorption et 'immobilisation covalente. L'immobilisation covalente
doit permettre de contrbler la densité surfacique en biomolécules et éviter leur libération rapide
et incontrdlée, contrairement a une adsorption. Mais, la plupart des protocoles d'immobilisation
repose sur une fonctionnalisation multi-étapes qui implique généralement ['utilisation de
molécules intermédiaires de fonctionnalisation comme des cross linkers et des spacers.
L’utilisation d’'un silane comme cross linker permet de fournir les fonctions adéquates pour
établir une liaison avec le spacer qui joue le réle d’'intermédiaire entre le silane et la protéine
d’intérét ajoutée lors de la derniére étape de fonctionnalisation. La seconde partie de cette
thése va consister a utiliser 'imagerie Raman conventionnelle sur des céramiques en HA et
en CHA pour mettre en évidence leur fonctionnalisation par le facteur de croissance de
lendothélium vasculaire VEGF, impliqué dans le phénoméne d’angiogenése. La
fonctionnalisation des céramiques en HA et en CHA sera effectuée par silanisation de la
surface par le 3-aminopropyltriéthoxysilane (APTES), puis ajout d’un spacer intermédiaire, le
polyéthyléne glycol di-fonctionnel (SM(PEG)¢), sur lequel la protéine VEGF sera immobilisée.
Afin de connaitre la répartition chimique du VEGF, nous allons nous intéresser en premier lieu
a celle du cross linker et du spacer. Un suivi de fonctionnalisation étape par étape sera alors
effectué par imagerie Raman avec identification des liaisons chimiques caractéristiques des
molécules organiques ajoutées. Le défi a relever ici est de pouvoir imager des molécules
organiques a la surface des céramiques phosphocalciques sans les dégrader et scanner la
méme zone apres chaque étape de fonctionnalisation afin d’avoir un suivi chimique de
limmobilisation du VEGF.
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Chapitre Il. Elaboration, caractérisation et fonctionnalisation des
céramiques phosphocalciques

Ce chapitre porte sur I'élaboration, la caractérisation et la fonctionnalisation des céramiques
phosphocalciques denses en hydroxyapatite (HA), en hydroxyapatite silicatée (SiHA) et en
hydroxyapatite carbonatée (CHA). La premiére partie est consacrée a la synthése de
différentes poudres d’hydroxyapatite et la mise en forme des céramiques. La deuxiéme partie
porte sur la description des techniques de caractérisation des poudres calcinées et de la
surface des céramiques phosphocalciques élaborées. La fonctionnalisation des céramiques
par le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) sera présentée en fin de
chapitre. Les mesures de forces d’adhésion par spectroscopie de force avec une pointe AFM
fonctionnalisée par la fibronectine seront réalisées sur trois céramiques denses non polies et
polies en HA, en SiHA et en CHA. La caractérisation par imagerie Raman concernera des
céramiques denses et polies en HA et en CHA fonctionnalisées par le VEGF.

Il.1. Elaboration des céramiques phosphocalciques

Il.1.1. Synthése des poudres

Les synthéses des différentes poudres d’hydroxyapatite (HA, SiHA et CHA) sont réalisées par
précipitation en voie aqueuse, au laboratoire IRCER selon des protocoles établis dans des
travaux précédents [43], [45], [228]. Elles consistent a ajouter une solution contenant des ions
phosphates, chargée ou non en ions silicates ou en ions carbonates, a une solution contenant
des ions calcium sous une vitesse d’addition, une température et un pH controlés. Une
photographie du réacteur de synthése par précipitation en voie aqueuse est présentée en
Figure 47.

Figure 47 : Photographie du montage de synthése par précipitation en voie aqueuse.
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Les précurseurs utilisés lors de ces syntheses sont le nitrate de calcium tétrahydrate
(Ca(NOs3)2,4H20, 99%, Sigma Aldrich) et 'hydrogénophosphate de diammonium ((NH4)2HPO4,
98,7%, Sigma Aldrich). Chaque précurseur est mis en solution en milieux aqueux. Dans le cas
d’une hydroxyapatite silicatée, une solution de tétraacétate de silicium (Si(OCOCHs3)4, Sigma
Aldrich, 98%) préalablement homogénéisée au moyen d’'un broyeur planétaire est ajoutée a
la solution de phosphates afin d’avoir une substitution en groupements silicates telle que x =
0,4 mol [45]. Pour la synthése de I'hydroxyapatite carbonatée, le précurseur utilisé est
I'hydrogénocarbonate d’ammonium (NHsHCO3, 99%, Sigma Aldrich). L’objectif est d’obtenir
une substitution telle que x = 0,5 mol en groupements carbonates de type B, i. e. substitution
des ions phosphates de la structure apatite [43].

Les concentrations, les volumes des solutions ainsi que les rapports molaires en réactifs
utilisés pour les trois types de synthéses sont regroupés dans le Tableau 3. Les trois

compositions chimiques visées sont :
- une hydroxyapatite stcechiométrique notée HA et de formule Ca1o(POa4)s(OH) ;
- une hydroxyapatite silicatée notée SiHA et de formule Ca1o(POa)s,6(Si04)0,4(OH)16;

- une hydroxyapatite carbonatée type B notée CHA et de formule
Cag,5(P0O4)s5,5(CO3)o,5(OH)1 5.

Notation HA SiHA CHA
Cca (mol/L) 0,64 0,64 0,53
Cros (MOI/L) 0,64 0,60 0,53
Csi (mol/L) - 0,04
Ccos (mol/L) - - 0,07
Volume de la solution de Ca (L) 2 2 2
Volume de la solution de PO, (L) 1.2
Volume de la solution de Si + ) 12
PO, (L) ’
Volume de la solution de COs + 19
PO, (L) ’
Ca/P (réactifs) 1,667 1,786 1,667
Ca/(P+Si) (récatifs) - 1,667
CO,/P (réactifs) - - 0,125

Tableau 3 : Récapitulatif des quantités de réactifs utilisées pour les synthéses des poudres
phosphocalciques.
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La solution de nitrate de calcium est introduite dans le réacteur principal, maintenue sous
agitation constante a 120 tr.min"' et chauffée a une température de 90 °C. La solution
contenant les ions phosphates ou celle contenant les ions phosphates et silicates ou
phosphates et carbonates est chauffée a 60 °C dans un réacteur secondaire puis ajoutée sous
un deébit contrdlé a la solution d’ions calcium (48 mL/min pour HA et SiHA et 22 mL/min pour
CHA). Le pH est maintenu a 9 par ajout automatique d’ammoniaque (NHsOH 35%, Fisher
Scientific) a 'aide d’'une pompe gamma/ L, ProMinent. La synthése est réalisée sous balayage
d’argon a 0,5 L.min"" afin d’éviter une carbonatation incontrélée du milieu réactionnel par le
CO. de I'air. Aprés un temps de maturation (sous agitation) de 15 min pour les synthéses d’HA
et de SiHA et de 30 min pour CHA, le précipité est récupéré, séparé dans des pots Nalgene
remplis d’environ 0,5 L d’eau distillée, puis centrifugé 5 min a 1530 rpm. Cette étape de lavage
est réitérée deux fois afin d’éliminer les résidus de synthése. Le précipité est ensuite mis en

étuve a 100°C pendant une nuit. Environ 125 g de poudre sont obtenus a chaque synthése.

II.1.2. Mise en forme des céramiques

Les céramiques utilisées lors de ces travaux sont des pastilles denses. Pour cela, les poudres
d’'HA, SiHA et CHA sont calcinées sous air respectivement a 650 °C durant 30 min, 700 °C
pendant 2 h et 400 °C pendant 2 h afin d’atteindre une surface spécifique d’environ 30 m?/g.
Ce traitement thermique permet d’obtenir des piéces a cru compactes et des matériaux denses

apres frittage.

Pour chaque composition, une masse de 500 mg de poudre calcinée est introduite dans une
matrice de diamétre 13 mm. Le pressage est ensuite réalisé a une pression d’environ 200 MPa
pour les poudres d’'HA et SiHA et 100 MPa pour CHA, cela afin d’assurer la compaction des
poudres a cru. Les pastilles HA et SiHA sont frittées sous air a 1200 °C pendant 30 min avec
des rampes de montée et descente en température de 20 °C/min, tandis que les pastilles en
CHA sont frittées a 960 °C pendant 2h dans un four sous atmosphéere CO- afin d’éviter leur
décarbonatation. La rampe de montée et de descente en température est alors de 10°C/min.
Les protocoles de frittage des trois compositions HA, SiHA et CHA sont adaptés de précédents
travaux réalisés au laboratoire [228], [45], [43].

En fonction des études efffectuées, les céramiques sont utilisées soit directement aprés
frittage (non polies), soit polies « fagon miroir » avec du papier en carbure de silicium (SiC)
avec des tailles de grains de 18, 10 et 5 um. Les céramiques polies sont ensuite nettoyées a
I'éthanol pendant 15 min dans un bain a ultrasons et séchées une nuit en étuve a 100 °C. Le

polissage permet d’obtenir une trés faible rugosité et de s’affranchir de ce paramétre.
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Il.2. Caractérisation des poudres et des céramiques

1.2.1. Caractérisation des poudres

La pureté des poudres synthétisées est vérifiée sur des aliquots de poudre de CHA calcinée
a 400°C sous air et de poudres de HA et SiHA calcinées a 1000 °C-15h selon la norme ISO
137779-3 [229].

1.2.1.1. Test a la phénolphtaléine

Afin de s’assurer de I'absence de chaux, les poudres calcinées et encore chaudes (400 °C)
sont introduites dans une solution aqueuse de phénolphtaléine. Ces tests sont réalisés pour
chaque lot de synthése. Une coloration rose de la solution atteste de la présence de chaux. Si

aucune coloration n’apparait, la poudre ne contient pas de chaux résiduelle.

Les résultats des tests a la phénolphtaléine ne montrent aucune coloration des solutions
contenant les différentes poudres, il N’y a donc pas de chaux résiduelle dans les poudres

synthétisées.

1.2.1.2. Analyse par diffraction des rayons X

La caractérisation par diffraction des rayons X (DRX) des poudres a été réalisée sur un
diffractométres D8 Advance (Bruker) en utilisant la raie Kai du cuivre (Aka1 = 1,5406 A). Les
acquisitions sont effectuées en 20 entre 27 et 40° avec un pas de 0,015° et un temps de
comptage de 0,840 s/pas. L’identification des phases présentes est faite par le logiciel EVA a
I'aide des références PDF (Powder Diffraction Files) fournies par la base des données ICDD
(International Center of Diffraction Data) et présentée en Tableau 4.

Composés Fiche PDF
HA — Caio(PO4)s(OH)2 9-0432
B-TCP — Cas(POa)2 55-0898
a-TCP - Ca3(PO4)2 9-0348
Oxyde de calcium (chaux) - CaO 37-1497
Hydroxyde de calcium Ca(OH)2 04-733
Calcite — CaCOs 471743

Tableau 4 : Références de fiches PDF des phases utilisées pour I'indexation des diffractogrammes.

La Figure 48 représente les diffractogrammes des poudres d’HA (Figure 48-A), de SiHA
(Figure 48-B) calcinées a 1000 °C-15 h et de CHA (Figure 48-C) calcinée a 400 °C-2 h. Les
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diagrammes de diffraction X des trois poudres présentent une seule phase de structure apatite,
tous les pics de diffraction étant indexés avec la fiche ICDD-PDF n° 9-0432 de I'hydroxyapatite
pure. Aucune phase cristalline secondaire de phosphate tricalcique a et/ou 3, de chaux ou de
calcite n’est détectée quelle que soit la composition chimique. Cependant, un Iéger
déplacement des bandes est observé sur le diagramme de SiHA (Figure 48-B) qui pourrait
étre di a l'insertion du silicium dans I'hydroxyapatite.

1 HA (PDF, 9-0432)

Intensité (u.a)

27 29 31 33 35 37 39
2 Théta (°)

Figure 48 : Diffractogrammes des poudres A) d’'HA, B) de SiHA calcinées a 1000 °C-15 h et C) de
CHA calcinée a 400 °C-2 h.

11.2.1.3. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres infrarouges a transformée de Fourier (FTIR) des poudres ont été collectés par
un spectrometre Perkin ElImer entre 400 et 4000 cm™ avec une résolution de 2 cm™. Les
mesures sont réalisées en absorbance au travers de pastilles KBr avec un balayage de 20
scans. Les échantillons analysés sont mis sous forme d’une pastille par pressage uniaxial d’'un
mélange homogeéne de poudre (1,5 mg de poudre + 150 mg de KBr). Une pastille de KBr pur
est réalisée pour chaque série de mesure (blanc). Son spectre est ensuite soustrait

automatiquement de celui des échantillons par le logiciel Spectrum.

Le Tableau 5 récapitule les bandes d’adsorption caractéristiques des groupements
susceptibles d’étre présents dans les différentes poudres synthétisées.
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Une normalisation des spectres infrarouges est nécessaire afin de pouvoir les comparer entre
eux. Pour cela chaque spectre est multiplié par un coefficient ramenant I'absorbance de la
bande v4(PO.) @ 602 cm™ a 1 [72]. Les spectres recueillis sur les poudres calcinées d’'HA, de
SiHA et de CHA sont présentés en Figure 49. Les poudres d’HA (spectre A), de SiHA (spectre
B) et de CHA (spectre C) présentent les modes de vibration des groupements de phosphates
(PQOa4) typiques d’une structure apatite. lls sont observés a 477 cm™ (v, : déformation angulaire
symétrique), 574 et 601 cm™ (v4 : déformation angulaire asymétrique), 963 cm™ (v+ : élongation
symétrigue) et 1046 et 1088 cm™' (vs: élongation asymétrique). Les bandes a 633 et
3573 cm ' correspondent respectivement aux modes de libration (vi) et d’élongation (vs) du
groupement hydroxyle (OH). Ces bandes communes a tous les spectres sont plus intenses
pour I'hydroxyapatite que pour les hydroxyapatites silicatées et carbonatées, cela est di a la
présence de lacunes en ions hydroxydes induites par les substitutions par les ions SiO.* et
COs? dans la structure apatite [58], [43].

Le spectre d’absorption de la poudre SiHA (spectre B) révele la présence de bandes
spécifiques aux groupements silicates (SiO4*). Les bandes de faible intensité observées a
500, 520, 745 et 895 cm™ sont attribuées aux vibrations d’élongation des liaisons Si-O. Des
épaulements détectés a 937 et 948 sont attribués respectivement a la vibration d’élongation

des liaisons Si-O-Si, et a la vibration des liaisons Si-OH présentes a la surface de SiHA [57].

Pour la poudre CHA, le spectre d’absorption (spectre C) révéle la présence de bandes voet vs
caractéristiques des ions carbonates (CO3?) en sites B et qui sont observées respectivement
a 880 et 1411 cm™'. L’épaulement de faible intensité associé aux bandes a 1448 et 1485 est
attribué au mode vs des ions carbonates (COs?) en sites A/B. Bien que le procédé de synthése
par précipitation utilisé méne généralement a I'obtention d'une CHA en site B, les apatites
faiblement carbonatées sont susceptibles de contenir des ions carbonates en site A en tres
faible quantité [230]. Néanmoins, la poudre synthétisée sera assimilée a une poudre CHA de
type B. Une petite bande d’absorption est observée a 1383 cm™, celle-ci est attribuée au mode
d’élongation asymétrique vz des groupements nitrates (NOs), résidus de synthése qui ont
subsisté a I'étape de lavage de la poudre. Cette bande n’apparait pas sur les poudres HA et
SiHA calcinées a haute température (1000 °C) car le traitement thermique a haute température

a permis d’éliminer les nitrates résiduels.

Ces résultats confirment que les poudres de HA, SiHA et CHA sont pures et monophaseées.
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Mode de vibration Nombre d’onde (cm™)

vaPO4 474 [73]

vaPO4 560 et 602 [73]

vLOH 631 [73]

8(Hz20) adsorbée 1630 [73]

v2(SiO4+), v1(SiOs*), va(Si-OH), v3(Si-O-Si), Si-

o 494, 522, 752, 890, 928, 945, [45], [57], [44]

v2COs (site B) 872 [73], [214], [231]

v3COs (site B) 1462, 1412 [73], [214], [231]

v4COs (site B) 718, 692 [73], [214], [231], [232]

Tableau 5 : Modes de vibration infrarouge susceptibles d'étre détectés dans les poudres d’'HA, de
SiHA et de CHA [44, 45, 57, 73, 214, 231, 232].

71

Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



v3PO,

v3C05(B)
Al I
v,0OH vsCOsl ‘\B} | vsNO;
H,0 -\-\ i !
I 4 B

Absorbance (u.a)

Harmoniques PO,
|

[ |
@5"2?sa-o-sn wlisilb.a_
\ “wy(si-on) U
i [

i

3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Nombre d'onde (cm™)

Figure 49 : Spectres FTIR dans l'intervalle 4000-400 cm' des poudres A) d’'HA et B) de SiHA
calcinées a 1000 °C-15 h et C) de CHA calcinée a 400 °C-2 h sous air.

I1.2.1.4. Analyses chimiques élémentaires

La quantité de groupements carbonates dans la poudre de CHA a été estimée par analyse
élémentaire du carbone a 'aide de I'appareil EMIA 320V (Horiba). Elle consiste a brller sous
atmospheére de dioxygene O un échantillon pulvérulent. Les gaz CO; et CO émis sont ensuite
dosés par absorption infrarouge. Pour chaque série de mesures, un étalonnage de I'appareil
est réalisé avec 3 échantillons de référence (Fer) ayant les teneurs massiques suivantes en
éléments carbone : 0,044 %, 2,85 %, 4,18 %. Les échantillons sont placés dans des creusets
en mullite et recouverts d'un mélange de fondants a base de fer, de cuivre et d’étain. Le
pourcentage massique en carbone est déterminé directement par 'appareil. La mesure est

effectuée 3 fois et une moyenne est calculée.

Le pourcentage massique en carbonates est obtenu avec la formule chimique suivante :

MCO;

T (M : masse molaire en g/mol)
c

%CO3 (massique) — %Cmassique X

Le pourcentage massique en carbone obtenu sur la poudre de CHA calcinée a 400 °C-2 h
sous air est de 0,64 %m et donc le pourcentage massique en groupements carbonates calculé
est de 3,24 %m. Le résultat obtenu a permis de remonter a la formule ci-dessous en se basant
sur la formule d’'une hydroxyapatite carbonatée en site B :

Cag,5(P04)5,5(C0O3)0,5(0OH)1,5
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La teneur en silicium de la poudre SiHA calcinée a 1000°C-15 h a été largement étudiée au
sein de I'équipe Biocéramiques de I'IRCER. Elle a été mesurée par ICP/AES (/nductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy) aprés dissolution de 0,1g de poudre dans un
mélange de 4 mL de HNOs et de 10 mL de HF. Les valeurs du taux de silicium mesurées sont
assez proches : 0,384 mol [45], 0,42 mol [108], [4] et 0,45 mol [69]. La teneur retenue pour

I'étude est de 0,4 mol, d’ou la formule chimique suivante :

Ca10(P04)5,6(Si04)0,4(OH)1,6

11.2.1.5. Mesure de surface spécifique

Les surfaces spécifiques des poudres de HA, SiHA et CHA ont été déterminées par la méthode
BET (Brunauer-Emmett-Teller) d’adsorption d’azote 8 points avec I'appareillage Micromeritics
ASAP2020. Les mesures ont été réalisées sur 1 g de poudre calcinée (650 °C-30 min pour
HA, 700 °C-2 h pour SiHA et 400 °C-2 h pour CHA) ayant subi au préalable un dégazage de
15 h a 200 °C. La valeur de la surface spécifique est déterminée a partir de la mesure de

l'isotherme d’adsorption du diazote Na.

Les mesures réveélent une surface spécifique (SSA) de 31,4 m?/g pour HA, 32,1 m?/g pour
SiHA et 44,8 m?g pour CHA. Cette derniére posséde des grains plus petits di a une
calcination a plus basse température, ce qui explique sa surface spécifique plus élevée.

11.2.1.6. Mesure du potentiel zéta

Le potentiel zéta C représente la charge électrique de surface qu’une particule en suspension
acquiert du fait des ions qui I'entourent. Les mesures ont été effectuées avec un Zetasizer
nano zs (Malvern Instrument UK) sur les poudres d’HA, de SiHA et de CHA calcinées dans
les mémes conditions que celles utilisées pour le frittage des pastilles soit 1200 °C durant
30 min sous air pour HA et SiHA et 960 °C pendant 2 h sous CO- pour CHA. Des suspensions
de poudre calcinée sont préparées avec de I'eau distillée, puis désagglomérées aux ultrasons
avant introduction dans la cellule de mesure. L’analyse est réalisée a 25 °C et les valeurs

finales sont la moyenne de quatre mesures pour chaque composition.

Les valeurs du potentiel zéta des poudres sont égales a -44+3 mV pour HA, -43+x1 mV pour
SiHA et -38+2 mV pour CHA. La substitution par les ions carbonates semble influencer la
charge globale de surface qui est moins négative comparé a celles de I'’hydroxyapatite et de
I'nydroxyapatite silicatée.

11.2.2. Caractérisation des céramiques

Les céramiques denses sont élaborées a partir des poudres d’HA calcinée a 650 °C-30 min,

de SiHA calcinée a 700 °C-30 min et de CHA calcinée a 400 °C-2 h. Ces poudres présentent

73
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



des surfaces spécifiques de 31,4 m?/g pour HA, 32,1 m?/g pour SiHA et 44,8 m?/g pour CHA
(voir paragraphe 11.2.1.5) permettant d’obtenir un taux de compaction a cru capable d’assurer
le frittage. Les pastilles en HA et en SiHA sont frittées a 1200 °C-30 min sous air et les pastilles
en CHA a 960 °C-2h sous CO:x.

11.2.2.1. Mesure de densité

La densité apparente des céramiques frittées a été déterminée par la méthode d’Archimede.
Cette derniere consiste a réaliser trois pesées pour chaque échantillon. Une pesée des
céramiques seches (ms) est effectuée avant un dégazage d’'une heure. Puis, les céramiques
sont immergées 30 min dans de 'eau désionisée afin de remplir la porosité ouverte d’eau. Les
céramiques sont ensuite repesées immergées dans I'eau (m;). Enfin, les céramiques sont
pesées humides avec les pores remplis d’eau (ms). Le taux de densification est alors calculé

a partir des relations suivantes :

7 m
e Densité apparente : darchimede = deaum

S darchime
e Taux de densification (%) : T = % x 100
pycno

Les densités des céramiques en HA, SiHA et CHA mesurées par pycnométrie a hélium (dpycno)
a l'aide d’'un appareil Accupyc 1340 Micromeritics sont respectivement de 3,05, 2,97 et
2,90 g/cm?®. Les céramiques en HA, en SiHA et en CHA présentent respectivement des taux
de densification de 98 %, 95 % et 96 %.

11.2.2.2. Imagerie par microscopie électronique a balayage

La microstructure des échantillons a été observée par microscopie électronique a balayage
(MEB) avec un microscope FEG JOEL JSM-7400F. La préparation des échantillons consiste
a effectuer une métallisation a I'or-platine d’une dizaine de nanométres avant leur observation

au MEB afin de limiter les effets de charge.

Les micrographies MEB de la surface non polie des céramiques en HA, en SiHA et en CHA
sont présentées en Figure 50. La surface des céramiques révele pour les trois compositions
une microstructure dense. La surface de la céramique en CHA (cliché C) montre des grains
plus petits avec la présence de quelques porosités résiduelles en comparaison de la surface
des céramiques en HA (cliché A) et en SiHA (cliché B).
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Le diamétre moyen (¢moy) des grains a été déterminé a partir d'une moyenne d’aire calculée
sur la base de 31 grains avec le logiciel Imaged (NIH- United States, v1.52b) en utilisant la
formule suivante :

aire

¢moy =2x TR

Les grains des trois compositions ont un diametre moyen de 0,7 £ 0,3 um pour HA, 0,5
0,2 um pour SiHA et 0,2 £ 0,1 um pour CHA.

L I
3
a

<7 X3
4 4 L
-"'.(ulv +,

Figure 50 : Clichés MEB de la surface non polie des céramiques (A) en HA, (B) en SiHA frittées a
1200 °C-30 min sous air et (C) en CHA frittée a 960 °C-2 h sous CO:a.

Les caractérisations suivantes s’intéressent plus particuliérement a la surface des céramiques.

11.2.2.3. Mesure de surface spécifique

La surface spécifique des céramiques en HA et en CHA a été obtenue par la méthode BET
(Brunauer-Emmett-Teller) avec des isothermes d’adsorption de krypton. Comme attendu, les
valeurs des surfaces spécifiques de ces céramiques denses sont trés faibles, elles sont de
0,0012 m?/g pour la composition HA et 0,0459 m?/g pour celle de CHA.

11.2.2.4. Analyse par diffraction des rayons X

Les diffractogrammes de la surface des céramiques en HA, en SiHA et en CHA sont présentés
en Figure 51. lls ont été acquis dans les mémes conditions que pour les poudres. lls nont
révélé aucune phase cristallisée secondaire dans les céramiques. Tous les pics de diffraction
sont attribués a la phase cristalline de 'apatite (fiche PDF : 9-0432).

75
Nadia EL FELSS | These de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1 HA (PDF, 9-0432)

C o

T ! 2
3
Pl
2
Q
£

A ) A B J

A J A )

27 29 31 33 35 37 39

2 Théta (°)

Figure 51 : Diffractogrammes de la surface des céramiques A) en HA et B) en SiHA frittées a 1200 °C-
30 min sous air et C) en CHA frittée a 960 °C-2 h sous COa.

11.2.2.5. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres FTIR des différentes céramiques frittées (Figure 52) sont semblables a ceux des
poudres calcinées. lls ont été obtenus a partir de poudres grattées a la surface des céramiques
et préparées suivant la méme procédure que les poudres. Les bandes vibrationnelles
communes aux trois compositions sont celles des groupements de phosphates et des
groupements hydroxyles. Les bandes caractéristiques des groupements silicates et des
groupements carbonates sont détectées respectivement a la surface de la céramique SiHA et

CHA. Les trois spectres infrarouges indiquent la disparition des groupements nitrates NOg
(résidus de synthese).
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Figure 52 : Spectres FTIR dans l'intervalle 4000-400 cm' des poudres grattées a la surface des
céramiques A) en HA et B) en SiHA frittées a 1200 °C-30 min sous air et C) en CHA frittée a
960 °C- 2 h sous CO:o.

1.2.2.6. Analyse par spectroscopie Raman

L’appareillage utilisé est un spectrometre Raman confocal Renishaw inVia Reflex. Cet appareil
dispose de deux longueurs d’onde : 532 nm et 785 nm avec différents réseaux holographiques
offrant des configurations variées en termes de résolution et de gamme spectrale :
600 traits/mm, 1200 traits/mm, 1800 traits/mm et 2400 traits/mm. Les spectres Raman de la
surface des céramiques sont acquis avec une longueur d’'onde de 532 nm en mode confocal,
avec un objectif x100 et un réseau de 1200 traits/mm. Il s’agit du méme appareillage qui sera
utilisé pour le suivi de I'évolution de la fonctionnalisation des céramiques phosphocalciques

par imagerie Raman (Chapitre lll, paragraphe 111.2.1.2.2).

Les spectres Raman acquis a la surface des céramiques denses en HA et en CHA sont
présentés au chapitre bibliographique, paragraphe 1.4.2.3.2.

La spectroscopie Raman permet d’étudier la structure locale des matériaux et I'imagerie
permet d’obtenir une information sur la répartition spatiale des différents éléments présents
sur la zone sondée dont le principe est illustré en Figure 53. L’'imagerie Raman consiste a
choisir une zone d’intérét a la surface de I'échantillon visualisé grace a une caméra vidéo. Le
laser est ensuite focalisé sur le premier pixel de la zone a analyser et son spectre Raman est
enregistré. Une platine motorisée permet de déplacer I'échantillon afin que le laser se

refocalise sur le deuxieme pixel avec I'acquisition d’un autre spectre Raman et ainsi de suite
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jusqu’a la fin de la mesure [233]. Il existe deux modes d’imagerie, le mode « point par point »
et le mode « ligne » qui seront détaillés dans le chapitre Il (caractérisation de la chimie de
surface par imagerie Raman). La Figure 53 illustre également le principe de la reconstruction
d’une image Raman sur les bandes caractéristiques des différents éléments présents a la
surface d’un échantillon. L’élément majoritaire présent en surface correspond a la zone bleue
sur 'image Raman. Celle-ci est reconstruite sur l'intensité intégrée de la bande du spectre C.
Les zones oranges et vertes ont été respectivement reconstruites sur 'intensité intégrée de la

bande présente sur les spectres A et B.

Intensity, arb. un.

Conventional S
image Raman images

Figure 53 : Principe de I'imagerie Raman [233].

1.2.2.7. Analyse carbone

Comme l'indique I'analyse par spectroscopie infrarouge, il y a une carbonatation des sites A
de I'hydroxyapatite carbonatée (CHA). Cette carbonatation est induite lors du frittage ce qui
conduit a une composition en ions carbonates mixte (sites A/B). Le pourcentage massique en
carbone obtenu sur la céramique en CHA frittée a 960 °C-2 h sous CO: et broyée est de
0,94 %m. Le pourcentage massique en carbonates calculé est alors de 4,74 %m. Sur la base
des analyses en spectroscopie infrarouge, le résultat obtenu a permis de remonter a la formule
ci-dessous laquelle correspond a une céramique en CHA présentant une substitution mixte
A/B :

Cag,5(P04)5,5(C0O3)0,5(0OH)1,0(CO3)o,25

78

Nadia EL FELSS | These de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



11.2.2.8. Spectroscopie de photoélectrons X

La spectroscopie de photoélectrons X (X-ray Photoelectron Spectroscopy) permet d’obtenir la
composition chimique de I'extréme surface d’'un matériau. Les mesures ont été réalisées avec
un spectrometre Axis Ultra DLD (Kratos Analytical Ltd) en utilisant la radiation
monochromatique Ka de I'aluminium (1486,6 eV) avec une tension d’accélération de 15 kV et
un courant de 12 mA. La surface d’analyse est de 300 um par 700 um avec une profondeur
d’environ 5 nm. L’énergie de passage est de 160 eV pour les spectres larges (pas de 0,5 eV)
et de 40 eV pour les spectres de haute résolution (pas de 0,1 eV). Les spectres obtenus sont
repositionnés en utilisant le pic de 2ps» du calcium (Ca 2ps2) a 347,0 eV. La correction du
bruit de fond est réalisée par la méthode de Shirley. La nature des liaisons chimiques et les
pourcentages atomiques des éléments sont obtenus aprés décomposition des spectres de

haute résolution a l'aide du logiciel Casa XPS. Cette technique d’analyse est non destructive.

Les spectres larges XPS acquis a la surface des céramiques en HA, en SiHA et en CHA sont
présentés sur la Figure 54. Les pics caractéristiques des éléments calcium (Ca 2p, Ca 2s, Ca
3s et Ca 3p), phosphore (P 2s et P 2p), oxygene (O 1s) et carbone (C 1s) sont communs aux
trois compositions chimiques. Le pic caractéristique du silicium (Si 2s) apparait pour SiHA.
Une Iégére modification du pic du carbone (C 1s) est observée dans le cas de CHA. Les deux
pics a 551 et 565 eV sont attribués aux plasmons de I'atome d’oxygéne (photoélectrons de

'oxygéne 1 s ayant perdu une partie de leur énergie).

Une décomposition (acquisition haute résolution) des pics caractéristiques des éléments Ca,
P, O, C et Si est présentée en Figure 55. Les différentes contributions des éléments chimiques

sont les suivantes :

- le pic Ca 2p présente deux contributions identiques pour les trois compositions
chimiques. La premiere a 346,9 eV est attribuée aux photoélectrons Ca 2p@2) et la
deuxiéme autour de 350,4 eV aux photoélectrons Ca 2p1/2) [234] ;

- le pic P 2p présente également deux contributions identiques pour les trois céramiques.
La premiére contribution autour de 132,6 eV est associée aux photoélectrons P 2p/2)
[235] et la deuxiéme a 134,4 et 134 eV pour CHA et SiHA et a 133,8 eV pour HA aux
photoélectrons P 2p,) [236] ;

- le pic O 1s présente dans tous les cas, trois contributions. La premiére contribution a
530,7 eV correspond aux liaisons P-O et Si-O pour SiHA [61], [237]. La contribution
autour de 531,8 eV pour HA et CHA et a 532,2 eV pour SiHA est attribuée a la liaison
O-H. Enfin la contribution observée autour de 533 eV est due a I'eau adsorbée a la
surface [238], [239] ;
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le carbone présent a la surface des céramiques HA et SiHA est du carbone résiduel
(pollutions présentes dans la chambre d’analyse XPS). Le pic C 1s présente quatre
contributions pour les trois compositions chimiques. La premiére a 284,7, 284,3 et
284,9 eV pour HA, CHA et SiHA est attribuée aux liaisons C-C et C-H [240], [241].
Celle a 286,2 eV pour HA, 285,4 eV pour CHA et 286,3 eV pour SiHA est attribuée aux
liaisons C-O [240]. Les contributions observées sur HA, CHA et SiHA et qui sont
respectivement a 288,3 eV, 287,9 eV, 288,0 eV concernent les liaisons C(=0)0O [241],
[242]. La seule différence entre les trois compositions est la contribution observée a
289,1 eV a la surface de la céramique en CHA laquelle est nettement plus importante
que pour les compositions en HA (289,3 eV) et en SiHA (288,7 eV). Celle-ci est
attribuée aux carbonates COgs incorporés dans la structure apatite [241], [243], [244] ;

le pic Si 2p est observé uniquement a la surface de la céramique SiHA. La contribution
a 101,1 eV est généralement attribuée aux liaisons O-Si-O [61], [240], [235].
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Figure 54 : Spectres XPS larges des surfaces des céramiques A) en HA, B) en SiHA et C) en CHA.
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Figure 55 : Décomposition des pics XPS Ca 2p, P 2p, O 1s, C 1s et Si 2p

(Echelle : abscisse = énergie de liaison en eV et ordonnée = intensité en (u.a)).
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11.2.2.9. Imagerie par microscopie a force atomique

L’état de surface des échantillons non polis et polis est observé avec un microscope a force
atomique (AFM pour Atomic force microscopy) 5500 de chez AGILENT (nouvellement
KEYSIGHT) en mode contact. Les mesures sont effectuées avec des pointes en nitrure de
silicium (SisN4) ayant une fréquence d’oscillation comprise entre 200 et 400 kHz et une
constante de raideur de 13-77 N/m. La pointe fixée sur le scanner balaye la surface a étudier
a une distance de l'ordre de quelques nanomeétres en mode contact. La rugosité surfacique
(Sa) est déterminée a partir des images AFM de taille 5 um x 5 um a l'aide du logiciel en libre
acces Gwyddion 2.42. Ce type de rugosité est I'extension du paramétre Ra (hauteur moyenne
arithmétique d’'une ligne ici de longueur 5 um). Il s’agit d’'une moyenne arithmétique, en valeur
absolue entre la hauteur de chaque point et le plan moyen de la surface. La rugosité surfacique

(Sa) est calculée selon I'équation suivante :

A = surface étudiée

1
Sa= foA 12(x,yldxdy (ennm) avec {Z = écart a la hauteur moyenne

La topographie des trois céramiques denses et non polies en HA, en SiHA et en CHA est
présentée en Figure 56. Les images AFM de surface sont présentées avec une échelle de
hauteur en nm. Les céramiques en HA (image A) et en SiHA (image B) présentent un état de
surface assez similaire avec une rugosité surfacique (Sa) de 21 nm pour HA et 23 nm pour
SiHA. La surface de la céramique CHA (image C) montre des grains plus petits que ceux de

I'hydroxypatite ou de I'hnydroxyapatite silicatée avec une rugosité moins élevée (16 nm).

L’état de surface des céramiques denses et polies en HA, en SiHA et en CHA est présenté a
la Figure 57. Les surfaces de la céramique en HA (image A) et celle en SiHA (image B)
présentent la méme rugosité surfacique (Sa = 4 nm). La surface de la céramique en CHA
(image C) présente une rugosité surfacique (Sa) de 2 nm qui est trés Iégerement inférieure a
celle des céramiques en HA et en SiHA.
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Figure 56 : Image AFM en mode contact de la surface des céramiques non polies (A) en HA, (B) en
SiHA et (C) en CHA.
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Figure 57 : Images AFM en mode contact de la surface des céramiques polies (A) en HA, (B) en SiHA
et (C) en CHA.

1.2.2.10. Détermination de I’énergie de surface

Le but de la détermination de I'angle de contact est de préciser la mouillabilité et de calculer
I'énergie de surface y, des céramiques denses et polies en HA, en SiHA, en CHA. Les mesures
sont réalisées avec un goniometre Digidrop GBX relié & une caméra. La mouillabilité consiste
a établir des forces interfaciales s’exergant entre un liquide et une surface solide. Ces forces
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sont de nature dispersive (interactions de London : champ induit) ou polaire (interactions de
Debye : effet inducteur, interactions de Keesom : dipéle-dipble) et des liaisons hydrogene.
L’énergie de surface (y,) est la somme des contributions dispersives (y4) et des contributions

polaires (yP) :
— ,,d
Vs = vo+vP
La Figure 58 représente les forces appliquées entre une goutte de liquide et une surface solide.
L’équilibre des forces a I'extrémité de la goutte peut s’exprimer en fonction de I'énergie de

surface solide (ys), de I'’énergie solide liquide par (y,;) et de I'énergie du liquide (y;) en utilisant
la relation simplifiée de Young suivante :

Ys — Vs, = VL.-C0SO

T

~
A

YS YSL

Solid

Figure 58 : Forces appliquées entre une goutte de liquide et une surface solide.
http://phyexpdoc.script.univ-paris-diderot.fr/projets_/sites_01_02_2/goutte/Approchetheorique.html/date de consultation : 03/09/2018

La relation d’Owens-Wendt ci-dessous permet de déterminer les composantes dispersives y¢
et polaires yL de la surface de la céramique a partir des angles de contact (0) mesurés avec

différents liquides dont les tensions superficielles ¥/, ¥ sont connues :

(1+ cos ©) N

+cosO). vy, L
= ,/Vsd+ /Vspx

2 /nd v

Le Tableau 6 regroupe les valeurs des tensions superficielles y; des trois solvants utilisés :
l'eau distillée (H20), le diiodométhane (CHz:l2) et I'éthyléne glycol (HO-(CHz)>-OH). D’un point
de vue expérimental, le volume de goutte déposée pour I'eau et I'éthyléne glycol est de 3,1 pL

alors que pour le diiodométhane, qui est plus visqueux, le volume de goutte est de 1,9 uL.
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http://phyexpdoc.script.univ-paris-diderot.fr/projets_/sites_01_02_2/goutte/Approchetheorique.html/date

d
y P

Solvants L " " Polarité
(mN/m) (mN/m)  (mN/m)
Eau (H,0) 72,0 21,3 50,7 polaire
Diiodométhane )
(CH2I2) 50,3 49,9 0,4 apolaire
Ethyléne glycol polarité
(C,H.0,) 48,4 29,3 19,1 moyenne

Tableau 6 : Caractéristiques des différents solvants utilisés pour la mesure d'angle de contact.

L’angle de contact utilisé pour la détermination de I'énergie de surface solide (y;) est 'angle
de contact moyen 6, calculé a partir des angles de contact gauche (64) et droite (64). Le mode
utilisé pour le calcul des angles de contact moyens est le mode polynomial. Une régression

linéaire est alors effectuée a partir des données expérimentales pour extraire les composantes

/ p
(1+4co0s©). yL YL

dispersive (y&), et polaire (y?) en tragant la variation de ———==""" en fonction de *= d’aprés
2 Jvi \/VT"‘
la relation d’Owens-Wendt. En effet, cette équation peut s’écrire sous la forme y =ax + b avec :

YL 1+cos ).
X = y = ( ) YL

/yf 2 [vd

a= v b =/t

Les valeurs des angles de contact moyens (0m) sont regroupées dans le Tableau 7 et les
données nécessaires calculées au tracé de la relation d’'Owens-Wendt sont présentées dans

le Tableau 8.

Les graphiques donnant la variation de y en fonction de x sont présentés en Figure 59. Les
termes des différentes contributions dispersives(yd), polaires (y?) et I'énergie de surface (y;)

des échantillons sont donnés dans le Tableau 9.

Les trois céramiques présentent des surfaces hydrophiles, ce qui correspond a I'établissement
de liaisons hydrogenes entre le solvant et la surface de la céramique. En effet, 'angle de
contact moyen (6m) obtenu a la surface de la céramique en HA avec 'eau distillée est de 56
* 4° ce qui est nettement inférieur a 90° indiquant une surface hydrophile. Les surfaces des
céramiques en CHA et en SiHA indiquent une mouillabilité 1égérement plus importante que
celle de 'HA avec des angles de contact moyens respectifs de 50 + 2 et 51 £ 2°. Le fait que la
mouillabilité de 'HA soit légérement inférieure a celles des céramiques en SiHA et CHA se
retrouve également au niveau des composantes polaires (y?,Tableau 9). La composante

polaire pour la céramique en HA est trées légérement inférieure aux deux autres. Les
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composantes dispersives étant identiques (y&,Tableau 9), cela conduit & des énergies de
surface proches pour les trois céramiques : 48 mN/m pour HA, 50 mN/m pour SiHA et
49 mN/m pour CHA. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles trouvées en
littérature a savoir de 42,9 mN/m pour HA et 45,5 mN/m pour SiHA [53].

Angle de contact moyen Om (°)

Céramiques
Eau distillée Diiodométhane Ethyléne glycol
HA 56 +4 39 £1 39+2
SiHA 50 +2 333 40+2
CHA 51+£2 381 37+2

Tableau 7 : Angles de contact moyens obtenus a la surface des différentes céramiques.

Solvants Eau Diiodométhane Ethyléne glycol
y X y X y X
. (1 + cosOm) x y; \/yll" (1 + cosOm) x y; \/yf (1 + cosOm) x y; \/yf
Composition A T d WA T4 T AT
2y" NY 2Vy! VY 2Vyj V¥
HA 12,15 6,32 7,93
SiHA 12,86 6,53 7,91
1,54 0,09 0,8
CHA 12,73 6,36 8,05

Tableau 8 : Valeurs y et x obtenues a partir des mesures d’angle de contact pour les céramiques en
HA, en SiHA et en CHA.

14 HA :y = 4,2339 + 5,4672
R? = 0,9363
CHA : y = 4,4067x + 5,4772
12 R? = 0,9375
SiHA @y = 4,3819x + 5,5507
NEEU R?=z0,9111
X
-~
g8 []
S |
gla | o
S 6
+
—
~ 4
2
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Figure 59 : Représentation graphique de la relation d'Owens-Wendt pour les céramiques en HA, en
SiHA et en CHA.
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composition a=Vy? %4 b=yl ve Ys=Vi+vh

HA 4,23 18 5,46 30 48
SiHA 4,38 19 5,65 31 50
CHA 4,40 19 5,47 30 49

Tableau 9 : Valeurs des interactions polaires et dispersives ainsi que les énergies de surface en mN/m
des différentes céramiques en HA, en SiHA et en CHA.

11.2.3. Conclusion

En conclusion, les poudres d’HA, de SiHA et de CHA sont monophasées et présentent une
seule phase de structure apatite permettant ainsi I'élaboration de céramiques denses. Les
températures de frittage 1200 °C-30 min sous air pour HA et SiHA et 960 °C-2 h sous CO-
pour CHA ont permis d’obtenir des céramiques avec un taux de densification supérieur a 90 %.
D’un point de vue microstructure, la substitution par le silicium ralentit la cinétique du frittage,
d’ou un taux de densification et une taille de grains Iégérement inférieurs par rapport a HA.
Les hydroxyapatites carbonatées densifient a plus basse température, ce qui aboutit a des
tailles de grains sensiblement plus petites. Les céramiques denses sont également
monophasées et les substitutions par le silicium et les carbonates ont bien eu lieu. Les
céramiques ont donc les compositions chimiques suivantes :

- hydroxyapatite stoechiométrique, HA : Ca1o(PQO4)s(OH)2

- hydroxyapatite silicatée, SiHA : Ca10(POa4)5,6(SiO4)0,4(OH)1,6

- hydroxyapatite carbonatée type A/B, CHA : Cag,5(PQa4)5,5(CO3)0,5(0OH)1,0(CO3)0,25

Le Tableau 10 regroupe les principales caractéristiques des céramiques phosphocalciques en
HA, en SiHA et en CHA.

HA SiHA CHA
Taux de densification (%) 98 95 96
Taille de grains (pm) 0,7+0,3 0,5+0,2 0,2+0,1
Surface spécifique (m2/g) 0,0012 0,06 0,00459
Rugosité Non poli 21 23 16
surfacique Sa
(nm) Poli 4 4 2
Angle de contact moyen (eau) (°) 56+4 50+2 512
Energie de surface (mN/m) 48 50 49
Potentiel Zéta (mV) -44 +3 -43 £1 -38+2

Tableau 10 : Récapitulatif des caractéristiques des céramiques en HA, en SiHA et en CHA.
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I1.3. Fonctionnalisation des céramiques phosphocalciques par le
facteur de croissance de I’endothélium vasculaire

La fonctionnalisation des céramiques phosphocalciques par le VEGF nécessite une
préfonctionnalisation par des agents intermédiaires tels qu’'un cross linker et un spacer
(chapitre bibliographique, paragraphe 1.3.2.2.2). Un protocole réactionnel d'immobilisation de
la protéine basé sur trois étapes a été mis en place : silanisation de la surface de la céramique,
addition d’'un spacer et addition du VEGF. La chimie de surface ainsi que la répartition

surfacique des molécules organiques feront I'objet d’'un suivi par imagerie Raman.

11.3.1. Présentation générale du protocole expérimental

Le protocole multi-étapes utilisé uniquement pour la fonctionnalisation des céramiques
phosphocalciques en HA et en CHA par le VEGF consiste, dans un premier temps, a
fonctionnaliser la surface des céramiques par un cross linker T'APTES (3-
aminopropyltriethoxysilane) qui dispose de groupes fonctionnels amines (-NHz) et d’'une taille
d’environ 1 nm. La deuxiéme étape est I'addition d’'un polyéthyléne glycol difonctionnel noté
SM(PEG)s possédant une fonction NHS ester et une fonction maléimide, la taille de cette
molécule est d’environ 3,25 nm. La fonction NHS ester réagit avec les groupes fonctionnels -
NH. de 'APTES afin d’établir des fonctions amide. La derniere étape est celle qui permettra la
fixation du VEGF, ce dernier étant au préalable thiolé (ajout d’'une liaison SH) afin de réagir

avec la fonction maléimide du SM(PEG)s.

Un premier protocole expérimental a été établi au sein du laboratoire pour la fonctionnalisation
de céramiques en hydroxyapatite silicatée (SiHA) par de la BMP-2 (pour Bone morphogenetic
protein) [70]. La Figure 60 présente le mécanisme réactionnel général. L’étape (1) représente
la silanisation de surface de la céramique en SiHA et a été réalisée en milieu anhydre
(toluéne). Les étapes 2) et 3) correspondent respectivement a I'addition du SM(PEG)s et de la
BMP-2. Ces deux étapes ont été réalisées en milieu aqueux (PBS 10X'?). L'imagerie Raman
a mis en évidence des problemes de précipitation de sels en surface des céramiques liés a
l'utilisation du PBS 10X pour la fixation du SM(PEG)s et du VEGF, ce qui conduit a la
modification du protocole expérimental. Ces points seront abordés en détail dans le Chapitre
[ll, paragraphe 111.2.1.2.2.1.

Le nouveau protocole expérimental adopté pour la fonctionnalisation des céramiques en HA
et en CHA par le VEGF est présenté en Figure 61. La solution de PBS 10X a été remplacée
par du diméthylsulfoxyde (DMSO) pour les étapes 2 et 3.

2 Tampon phosphate salin PBS 10X : 10 fois plus concentré que le PBS 1X. |l s’agit d’'un mélange de
plusieurs réactifs : 137 mmol NaCl, 2,7 mmol KCI, 10 mmol NazHPO4, 1,76 mmol KH2POa4.
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1) < 20 mL Toluéne

™ anhydre E=
-OH 4 o 41./\/\ R TSN, + 2 /\OH
—OM 90°C,Ar,3h . A
< 60°C,Ar,12h <
2) SIHA APTES SIHA.T ETHANOL
o A >\P5510x : H -
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< SIHA T-PEG, < %:HA T-PEG, BMPZ
Figure 60 : Schéma réactionnel général de la fonctionnalisation de surface de céramique SiHA
par la BMP-2 [70].
1) . < 20 mL Toluéne »
B ~ 2 anhydre _;
—OH 4 {l/\/\ _ > Orsi ™, + 2 7 NoH
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<' 60°C,Ar,12h <
2) HA APTES HA-T ETHANOL
15mL
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* VEGF thiolé avec le réactif de Traut

Figure 61 : Schéma réactionnel général de la fonctionnalisation de surface des céramiques en HA et
en CHA par le VEGF.

11.3.2. 1¢r¢ étape : silanisation

La réaction de silanisation s’effectue dans un ballon 4 cols (Figure 62). Les céramiques sont
au préalable séchées dans une étuve a 100 °C pendant 3h. Elles sont ensuite placées dans
le ballon 4 cols sous flux d’argon. 20 mL de toluéne anhydre (Ce¢HsCHs, liquide, 99,8 %, Alfa
Aesar) sont ajoutés. Puis I'ensemble est dégazé (3 cycles : 5 min argon / 5 min vide) afin
d’éliminer I'eau qui pourrait s’étre incorporée lors du prélévement du solvant. Le ballon est
ensuite chauffé a 60 °C puis 1 mL du silane 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES-
CoH23NOsSi, 99%, Sigma Aldrich) est introduit. Une agitation magnétique par le haut est alors
lancée et la température du mélange est montée jusqu’a 90 °C. La réaction est maintenue
dans ces conditions pendant 3 h. La température est ensuite baissée a 60°C avec un arrét du
flux d’argon. Le systéme est maintenu dans ces conditions pendant 12 h. Puis, les céramiques
sont récupérees, rincées deux fois sous ultrasons dans du toluéne anhydre et une troisieme
fois dans I'éthanol. Chaque lavage dure 5 min. Les céramiques sont séchées dans une étuve

a 100 °C pendant 4 h puis remises sous vide a 40 °C pendant 3 h.
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Figure 62 : Montage expérimental pour la réaction de silanisation
11.3.3. 2¢me étape : addition du SM(PEG)s

Lors de cette étape, une solution du polyéthyléne glycol (NHS-PEGe-maleimide, succinimidyl-
[(N-maleimidopropionamido)-hexaethyleneglycol] ester, 601,60 g/mol, 32,5 A, Thermo Fisher
Scientific) est préparée a une concentration de 3 mmol/L dans 10 mL de diméthylsulfoxyde
anhydre (DMSO-C2HsOS, = 99,9 %, Sigma Aldrich) sous argon. La pesée doit étre rapide car
le SM(PEG)¢ solide conservé a -20 °C se liquéfie a température ambiante.

La céramique silanisée est mise dans un ballon 4 cols dans 20 mL de DMSO anhydre sous
argon et sous une agitation magnétique par le haut a température ambiante. Ensuite, 1 mL de
la solution du SM(PEG)s est introduit dans le ballon puis 0,6 mL de triéthylamine ((C2Hs)sN,
99 %, pure, Acros Organics) qui sert de catalyseur de la réaction. L'ensemble est maintenu
dans ces conditions pendant 2 h. Enfin la céramique est retirée et rincée de la méme fagon

que pour I'étape de silanisation. La céramique est stockée dans un dessiccateur.

11.3.4. 3¢me étape : addition du VEGF

La fonctionnalisation par le VEGF (Recombinant human VEGFies, 10 pg, PeproTech)
nécessite une thiolation au préalable de la protéine. Le VEGF ne contient pas de cystéine libre
ayant un groupe sulfhydryle (—SH) disponible et pouvant réagir avec les fonctions maléimides
du SM(PEG)s. En effet, toutes les cystéines présentes dans le VEGF sont impliquées dans les
ponts disulfures. Le VEGF est donc thiolé par le réactif de Traut, le 2-Iminothiolane
hydrochloride (C4H7NS, HCI, poudre, 298 %, Sigma Aldrich). Des groupements thiols sont ainsi
ajoutés aux amines primaires du VEGF afin que la protéine puisse étre liée au SM(PEG)e.

La thiolation est effectuée selon le protocole fourni par Thermo Fisher. Il s’agit de réaliser un
mélange a 3 équivalents de réactif de Traut par rapport au VEGF pour que le réactif soit en
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excés afin de favoriser la réaction de thiolation. Pour cela, une solution de réactif de Traut est
préparée par dilution de 10 mg du réactif dans 5 mL de PBS 1X. Cette premiere solution est
diluée 1000 fois afin d’obtenir une solution de concentration finale de 2 pg/mL. Un tube
contenant 10 ug de VEGF lyophilisé est repris dans 400 uL de PBS 1X puis 55 uL de la solution
du réactif de Traut sont ajoutés. Le mélange est alors incubé pendant 1h a température
ambiante sous agitation sur un agitateur orbital. Le VEGF thiolé (VEGF-SH) est ensuite
concentré par des centrifugations successives dans des tubes d'ultrafiltration Amicon Ultra
0,5-30K (15 min a 3620 rpm, puis 2 min a 3059 rpm), ce qui permet également d’éliminer le
réactif de Traut en excés. L'ultrafiltration permet d’obtenir théoriquement 30 pL de solution
VEGF-SH a 333 uL/mL qui sont dilués par la suite afin d’obtenir une solution de VEGF-SH

concentrée a 10 pg/mL.

A la suite de I'étape d’addition du SM(PEG)s, la céramique est mise dans un petit pilulier sous
argon. Un mélange de 1mL de DMSO auquel ont été ajoutés 0,1 mL de VEGF-SH a 10 pg/mL
est alors introduit et 'ensemble est porté sous agitation sur un plateau agitateur orbital pendant
2h a température ambiante. Enfin, la céramique est retirée et rincée sous ultrasons dans du

DMSO pendant 2 min et lyophilisée pendant une nuit.
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Chapitre lll. Apport a la compréhension de la fonctionnalisation des
céramiques phosphocalciques

Ce chapitre porte sur la compréhension et la mise en évidence de la fonctionnalisation de
céramiques phosphocalciques par des outils appropriés a la caractérisation des

biomolécules : la spectroscopie de force et I'imagerie Raman.

La premiére partie des résultats concerne les interactions physiques entre la fibronectine
(protéine impliquée dans I'adhésion cellulaire) et des céramiques denses phosphocalciques
en hydroxyapatite (HA), en hydroxyapatite silicatée (SiHA) et en hydroxyapatite carbonatée
(CHA). La mise en place du montage expérimental en milieu liquide ainsi que I'acquisition et
le traitement des images AFM force-volume seront détaillés. L’interprétation des images AFM
force-volume obtenues sera discutée en s’appuyant sur I'influence de la composition chimique

et de la topographie des céramiques.

La deuxiéme partie concerne le suivi de I'évolution de la fonctionnalisation des céramiques
phosphocalciques par imagerie Raman. Les différentes étapes de fonctionnalisation par la
protéine du VEGF (protéine impliquée dans l'angiogenése) des céramiques denses en
hydroxyapatite (HA) et en hydroxyapatite carbonatée (CHA) seront mises en évidence par la
réalisation d'images Raman. L’acquisition ainsi que l'interprétation des images Raman seront
présentées accompagnées d'une estimation de la quantité des molécules organiques

présentes en surface.

lll.1. Compréhension des interactions physiques protéine
d’adhésion-céramique

Le but de cette étude est d’évaluer l'affinité de la fibronectine pour des céramiques
phosphocalciques en hydroxyapatite (HA), en hydroxyapatite silicatée (SiHA) et en
hydroxyapatite carbonatée (CHA). L’attachement et I'étalement des cellules ostéoblastes se
font a travers les protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire telles que la fibronectine et
dépend alors de I'adsorption de celle-ci sur des matériaux phosphocalciques [8], [245], [88].
En effet, plus I'affinité de la fibronectine pour le matériau sera élevée, plus les cellules vont

adhérer.

La mesure des forces d’adhésion entre la fibronectine et les céramiques phosphocalciques a
été initiée au laboratoire dans le cadre des travaux de Master de Marie Lasgorceix. Cependant,
les mesures étaient ponctuelles ne mettant pas en évidence I'influence nette de la composition
chimique et de la topographie des céramiques. Pour cela, des forces d’adhésion entre la
fibronectine et les céramiques ont été mesurées en réalisant des images AFM force-volume
en milieu liquide (eau) a 37 °C permettant d’avoir un rendu en deux dimensions des
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interactions céramiques/protéines. La mise en place de ces mesures a été faite lors des
travaux de post-doctorat de David Siniscalco dans I'équipe biocéramiques, puis poursuivie et

améliorée lors des présents travaux.

Le but des images AFM force-volume est d’évaluer 'affinité de la fibronectine pour une surface
phosphocalcique avec une étude statistique sur les forces d’adhésion. Ce travail en milieu
liquide nécessite la mise en place d’'un montage expérimental spécifique et un contrdle des

paramétres d’acquisition.

De plus, nous avons choisi de travailler avec des pointes fonctionnalisées mises au contact
des céramiques et non des pointes « nues » et des surfaces de céramiques présentant des
protéines adsorbées.

lll.1.1. Fonctionnalisation des pointes AFM par la fibronectine
lll.1.1.1. Protocole expérimental

Les mesures de spectroscopie de force nécessitent I'utilisation de pointes AFM spécifiques
qui soient ni trop rigides (dégradation du matériau) ni trop souples (rebondissement contre le
matériau). Pour 'ensemble de I'étude présentée ici, nous avons utilisé des pointes en nitrure
de silicium PNP-TR de chez nanoworld (Pyrex-Nitride Probe, TRiangular) ayant une pointe
pyramidale. Les pointes en nitrure de silicium ont une durée de vie plus longue que celles en
silicium. Le nitrure de silicium est également plus hydrophobe que le silicium, ce qui minimise
les forces de capillarité. La forme triangulaire du bras de levier (cantilever) offre une faible
constante de raideur avec une fréquence de résonnance €levée ce qui limite I'impact des
vibrations extérieures. Cette géométrie est adaptée a la détection de forces faibles en mode
contact. Ces pointes sont revétues d’une fine couche d’or favorisant la réflexion du faisceau

laser.

Le protocole utilisé pour la fonctionnalisation des pointes AFM en nitrure de silicium par la
fibronectine (Fn) est classiquement utilisé dans la littérature. Il consiste a utiliser TAPTES et le
glutaraldéhyde comme molécules intermédiaires de fonctionnalisation [194], [246], [155]. La
Figure 63 illustre les étapes de fonctionnalisation mises en place au laboratoire par Marie
Lasgorceix lors de son stage de Master.
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Figure 63 : Protocole de fonctionnalisation d'une pointe AFM par de la fibronectine. Le protocole a été
modifié a partir de celui proposé par Rixman et al. [174].

Comme présenté dans le chapitre bibliographique (paragraphe 1.3.2.2.2), il s’agit d'un
protocole de fonctionnalisation en trois étapes. La premiere étape de silanisation (Figure 63-I)
consiste a silaniser la surface du cantilever par le cross linker APTES. Il permettra par sa
fonction amine terminale de se lier au spacer qui est le glutaraldéhyde (Figure 63-1l). La
derniére étape (Figure 63-lll) est la fixation de la fibronectine sur le glutaraldéhyde via la
formation d’une liaison imine.

Afin de nettoyer les cantilevers, un traitement UV-ozone (OZONE psd) est nécessaire avant
de procéder a I'étape de silanisation. Celui-ci a été fixé a 15 min et permet de décomposer par
photolyse les composés organiques en éléments volatils (eau, dioxyde de carbone...) grace
aux rayons ultraviolets. Quatre cantilevers sont ensuite placés dans un compartiment d’une
boite de culture contenant au préalable 4 mL dune solution pure de
3- aminopropyltriethoxysilane (APTES, CoH23NOsSi, 99%, Sigma Aldrich). Aprés 30 min
d'immersion, les cantilevers sont prélevés, trempés quelques secondes dans [|'éthanol
technique 96 % non dénaturé, puis dans de I'eau distillée. lls sont ensuite placés 30 min dans
une solution de glutaraldéhyde dilué (dilution de 1 mL de glutaraldéhyde (10X, 1ML, 25%,
Sigma Aldrich) décongelé dans 9 mL d’eau distillée). Les cantilevers sont ensuite rincés dans
de l'eau distillée puis placés 10 min dans un compartiment contenant de I'eau distillée. Les
cantilevers sont rincés une deuxiéme fois dans de I'eau distillée puis placés 10 min dans une
solution de fibronectine. Cette derniére est préparée a partir d’'une solution de fibronectine
(2MG, liquide, 0,1%, 1mg/mL, Sigma Aldrich, référence : F0895) provenant de plasma humain.
La concentration de la fibronectine utilisée lors de cette fonctionnalisation est de 10 pg/mL
(250 pL de fibronectine dans 9,75 mL de solution tampon de phosphate salin PBS 1X).
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Apres fonctionnalisation par la fibronectine, les cantilevers sont rincés au PBS 1X puis placés
dans un compartiment contenant du PBS 1X et conservés au réfrigérateur.

lll.1.1.2. Caractérisation des pointes fonctionnalisées

Afin de mettre en évidence la présence de la fibronectine a la surface des pointes, ces
derniéres ont été caractérisées par microscopie en fluorescence aprés un marquage par de
I'AlexaFluor 594 et par microscopie électronique a balayage (MEB).

Le marquage de la fibronectine a été réalisé avec un kit classiquement utilisé en biologie
cellulaire (Alexa Fluor 594, Microscale Protein Labeling Kit, référence : A30008). Pour cela,
'Alexa Fluor est dilué dans de I'eau distillée (1L d’Alexa Fluor dans 99uL d’eau distillée), la
solution est conservée dans le noir afin d’éviter toute excitation lumineuse. Pendant ce temps,
un mélange de 990uL de PBS (1X) et de 10uL de bicarbonate de sodium est réalisé puis
ajouté a 3,32 uL de la solution d’Alexa Fluor. Les pointes sont alors immergées dans cette
solution durant 30 min puis conservées dans du PBS avant d’étre observées au microscope
en fluorescence. Un rincage au PBS (1X) a été effectué afin d’éliminer les impuretés
résiduelles. La longueur d’onde d’excitation de I'Alexa Fluor est de 590nm et sa longueur
d’onde d’émission est de 617nm. Un contrble a été effectué en immergeant une pointe AFM

non fonctionnalisée par la fibronectine dans la solution préparée avec de I'Alexa Fluor.

Les images obtenues par microscopie en fluorescence et par microscopie électronique a
balayage sont présentées en Figure 64. Les images A et B correspondent a une pointe AFM
non fonctionnalisée. L'image A ne révéle pas de fluorescence a la surface de la pointe ce qui
signifie que le fluorochrome n’a pas accroché du fait de I'absence de fibronectine. L'image B
présente un cliché MEB d'une pointe AFM non fonctionnalisée qui ne présente aucune
irrégularité a la surface. Si 'on compare I'image A avec la C, on note une forte intensité de la
fluorescence a la surface de la pointe fonctionnalisée par la fibronectine laquelle a persisté
méme aprés un ringage au PBS. Cela traduit la fixation du fluorochrome a la fibronectine. La
pointe AFM marquée par I'Alexa Fluor a été observée par MEB (image D). Elle révéle des
aspérités a la surface de la pointe par rapport a celle non fonctionnalisée présentée en image
B. Ces aspérités de surface correspondent alors a I'édifice Alexa Fluor/Fibronectine.
Les deux clichés MEB B et D des pointes AFM ont été analysées par le logiciel Imaged (NIH-
United States, v1.52b) afin de calculer le rayon de courbure des deux pointes AFM. Il s’agit du
rayon du cercle osculateur (au cercle de courbure) défini au bout de la pointe. Le rayon de
courbure mesuré sur la pointe AFM non fonctionnalisée (image B) est de 11,5 nm. Cette valeur
est assez proche de celle indiquée par le fournisseur et qui est de 10 nm. Le rayon de courbure
de la pointe fonctionnalisée par la fibronectine (image D) est de 45,5 nm. Ce dernier est plus
élevé du fait de la présence de la fibronectine (et de I'Alexa Fluor) a la surface de la pointe.
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Méme si les images MEB des pointes AFM ne sont pas tout a fait de profil, ces valeurs
semblent réalistes.

En conclusion, la fibronectine a bien été immobilisée a la surface des pointes AFM mais est
également présente sur le cantilever. Le protocole de fonctionnalisation des pointes par la
fibronectine a donc été validé.

Figure 64 : Cantilevers et pointes AFM non fonctionnalisés par |a fibronectine et aprés mise en contact
avec la solution d’alexa fluor avec (A) image par microscopie en fluorescence et (B) image par
microscopie électronique a balayage. Cantilevers et pointes AFM aprés fonctionnalisation par la
fibronectine et marquage par I'Alexa Fluor avec (C) image par microscopie en fluorescence et (D)
image par microscopie électronique a balayage.

lll.1.2. Mise en place du montage expérimental et définition des conditions
d’acquisition

Les mesures de force d’adhésion ne peuvent pas étre effectuées a l'air. D’'une part, la
fibronectine risquerait de perdre sa structure tridimensionnelle et de se replier sur elle-méme
(Chapitre | - paragraphe 1.3.2.1). D’autre part, les forces mesurées correspondraient aux forces
entre la pointe AFM et la fine couche d’eau présente a la surface du substrat due a 'lhumidité
de I'air ambiant (Figure 65). Les travaux de Gan et al. [247] ont mis en évidence l'impact de la
concentration d’'une solution de lipoprotéine sur 'adhésion de la-dite protéine sur un substrat
de mica. Les mesures effectuées dans du PBS ont révélé des forces de I'ordre de 0,2 nN,
alors que les forces mesurées a l'air sont beaucoup plus élevées (20 a 50 nN). Cette forte
augmentation est due a la présence d’un film d’eau a la surface du substrat d’ou I'importance
de travailler dans un milieu liquide plus représentatif des conditions biologiques qu’a l'air

ambiant.
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Figure 65 : Schéma illustrant la formation d’'un ménisque d’eau entre une pointe AFM et la surface
d’'un substrat lors de mesures a 'air ambiant.

Il est donc nécessaire d’effectuer les mesures de force en milieu aqueux en utilisant une cellule

de mesure appropriée et chauffée pour se rapprocher des conditions physiologiques.

lll.1.2.1. Cellule de mesure thermostatée en milieu liquide

Une cellule de mesure adaptée au milieu liquide en plexiglas a été fabriquée par Sébastien
Faure, assistant ingénieur a I'atelier du laboratoire IRCER (Figure 66-A). Elle est congue de
maniére a maintenir fixe des pastilles de céramiques phosphocalciques de diamétre 10 mm et
s’adapte sur une platine a effet Peltier reliée a un contréleur de température (thermo controller,
Lake Shore-modéle 331) (Figure 66-B). La principale difficulté dans I'acquisition d’'une image
AFM force-volume est la stabilité du systéme. La céramique est donc fixée dans un anneau
de serrage au moyen de 3 vis. Le systeme « anneau de serrage/céramique » est ensuite placé
dans la cellule en plexiglas, puis 'ensemble est fixé par deux ressorts a la platine chauffante
(voir image B-Figure 66). L’étanchéité de la cellule est assurée par un joint intégré et deux
disques de téflon fins troués au milieu, afin d’établir le contact entre I'eau et la platine

chauffante. La cellule doit étre remplie d’eau de fagon a couvrir la totalité de la surface de la

céramique.
A B
Niveau de I'eau
Pastille
Vis de fixation
Cellule en plexiglas
Anneau de serrage L _ ,
en plexiglas Disques en téflon

Figure 66 : A) Schéma de la cellule de mesure en coupe et B) photo de la platine a effet Peltier avec
la cellule vide clipsée dessus.

L’évaporation d’eau au contact du laser est un parametre difficile a contréler compte-tenu des
durées d’acquisition (souvent plus de 4 h). Il est donc impératif d’avoir une cellule étanche afin
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d’éviter toute fuite d’eau par le bas et optimiser au maximum le niveau. Le niveau d’eau doit
permettre d'immerger le cantilever en entier (ménisque d’eau qui dépasse la téte du scanner)
(voir Figure 67). Si le niveau d’immersion est insuffisant, la partie du cantilever se trouvant a
I'air risquerait de provoquer une instabilité de la déflection mesurée et donc des perturbations

sur I'acquisition des courbes de forces.

Téte du scanner

Cellule de mesure

Figure 67 : Photographie montrant le niveau d'immersion du scanner dans la cellule de mesure.

lll.1.2.2. Pourquoi des images AFM force-volume

Le but des mesures des forces d’adhésion est d’évaluer l'influence de la topographie et de la
composition chimique des différentes céramiques phosphocalciques. Présentant certaines
limites, les mesures ponctuelles ne sont plus suffisantes, il faut donc des mesures de force
représentatives de 'ensemble de la surface de la céramique afin de mieux se rendre compte

de l'influence de la topographie.

- Mesures de force ponctuelles

L’influence grains / joints de grains sur les forces d’adhésion d’une protéine peut étre abordée
en réalisant dans un premier temps une image AFM de la surface puis dans un second temps
en venant effectuer des indents sur des points (coordonnées) d’intérét de cette surface. Ces
mesures en deux étapes successives nécessitent un positionnement précis de chaque point
de coordonnées (x, y) et donc de contrdler la dérive du scanner. Le Closed-loop est une
fonction qui permet de compenser la dérive des mouvements non linéaires des transducteurs
piézo-électriques (dérive en x et y), permettant au scanner de se repérer dans les directions x
et y. Ainsi les forces d’adhésion déterminées sur les grains et les joins de grains peuvent étre
reliées aux images AFM de surface afin de remonter a I'influence de la topographie.

La Figure 68-A présente une image AFM de la surface d’'une céramique dense en HA. Elle a

été réalisée en mode contact sur une zone de 5,5 x 5,5 pm?. Plusieurs indents ont été effectués
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sur le grain marqué sur cette image (point a de coordonnées X, y). Les courbes obtenues sont
présentées en Figure 69. Ces courbes de force sont décalées les unes par rapport aux autres
alors gqu’elles sont sensées correspondre au méme point de cordonnées x, y. Une seconde
image AFM réalisée sur la méme zone que celle précédemment scannée (Figure 68-A) montre
un décalage du grain visé (Figure 68-B). Ce qui explique les différences observées sur les
courbes de force de la Figure 69. En effet, ces derniéres semblent correspondre a la zone
entourée sur la Figure 68-B. |l a donc été constaté que la fonction du Closed-loop ne
compensait pas correctement la dérive du scanner. Des mesures ponctuelles sur une image
AFM de la surface de la céramique ne permettront pas d’étudier l'influence de la topographie.
En conclusion, cette approche présente alors deux limites : réaliser une image AFM de surface
avec une pointe fonctionnalisée et la fonction du Closed-loop qui ne compense pas la dérive

du scanner.

336 nm

Figure 68 : lllustration de la dérive du Closed-loop sur une céramique dense en HA avec A) une image
AFM de surface réalisée avant indentation et B) une image AFM de la méme zone d’acquisition des
courbes de force. Les images ont été faites en mode contact sur une zone de 5,5 x 5,5 pm2.
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Figure 69 : Mesures de force réalisées sur un grain d’'une céramique dense en HA (point a de la
Figure 68-A) avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine dans de I'eau a 37 °C avec la
fonction Closed-loop activée.
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- Mesures de force et image force-volume

Une image AFM force-volume est reconstruite a partir des forces d’adhésion extraites des
courbes de force acquises pour chaque point de coordonnées x, y et z, le terme volume
correspondant a un repositionnement en z et a la mesure de l'adhésion suivant cette
coordonnée (retrait). Cette approche a été rendue possible avec I'évolution du logiciel
PicoView qui pilote 'AFM 5500 Agilent. La version 1.14 présente le mode « volume » qui
permet I'acquisition de courbes de force pour différents points de coordonnées (x, y) et z au
cours d’un balayage de la surface scannée. L’avantage de ce mode réside dans la stabilité du

systeme « scanner/cellule de mesure » qui ne nécessite pas d’intervention de l'utilisateur.

lll.1.2.3. Choix des parameétres d’acquisition

L’acquisition des images AFM force-volume nécessite la définition de parametres qui sont

récapitulés dans le Tableau 11.

Comme expliqué dans le paragraphe Il1.1.2.1 les acquisitions ont été effectuées en milieu
liquide afin de s’affranchir de 'humidité de I'air ambiant et se rapprocher au mieux des
conditions physiologiques (température de 37 °C). Les premiers essais ont été réalisés dans
une solution de PBS 1X afin d’avoir un milieu permettant aux protéines de rester hydratées et
garder leur structure tridimensionnelle. Cependant, au contact avec le laser, la solution de PBS
s’évapore légérement ce qui induit une précipitation de cristaux de sel de chlorure de sodium
(NaCl) sur la pointe empéchant les acquisitions. De ce fait, 'eau déminéralisée a été choisie
comme milieu liquide simple pour ces mesures. Le changement de milieu ne devrait pas
influencer de maniere trop importante la structure tridimensionnelle de la fibronectine

accrochée a la pointe AFM.

Effectuer une mesure de force d’adhésion avec une pointe AFM représente un compromis
entre sa constante de raideur, l'ordre de grandeur des forces mesurées et la rigidité du
matériau. Afin de quantifier 'adhésion de la fibronectine (forces de I'ordre de quelques nN) a
la surface de la céramique, il est nécessaire d’utiliser des pointes AFM avec une constante de
raideur adaptée au type de mesure réalisé. En effet des pointes AFM trop rigides (k = 13-
77 N/m) ne permettront pas d’atteindre les faibles forces d’adhésion mesurées et des pointes
AFM trop souples (k = 0,08 N/m) risqueraient d’osciller dans I'eau. Pour cela, nous avons
choisi de travailler avec des pointes ayant une constante de raideur théorique de 0,32 N/m et
revétues d’une fine couche d’or pour une meilleure réflexion du laser. La valeur de la constante
de raideur est susceptible d’étre modifiée apres fonctionnalisation de la pointe. Ce point sera
détaillé dans le paragraphe suivant. De plus, les déflections (setpoint) utilisées correspondront

a des tensions inférieures ou égales a 1V afin d’éviter la dégradation de la pointe.
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Les paramétres relatifs a la taille de I'image et a la durée d’une mesure ont été définis en
privilégiant deux aspects : le temps de mesure et le nombre de courbes. Le temps de contact
par point de mesure a été fixé a 1 s et la vitesse de retrait et d’approche a 2 ym/s. Différentes
résolutions sont proposées pour I'acquisition des courbes force-volume et varient de 2 x 2 a
512 x 512 pixels, un pixel correspondant a une courbe de force. Une résolution de 128 x 128
pixels correspondant a I'enregistrement de 16 384 courbes, soit une courbe tous les 31 nm a
été choisie pour une surface de 4x4 pum?. Il s’agit d'une résolution qui présente un bon
compromis entre la définition et la taille de la surface scannée. En effet, cette derniere a été
fixé a 16 pum? afin d’étre représentative des grains et des joints de grains des céramiques
comme le montrent les clichés MEB présentés dans le chapitre I, paragraphe 11.2.2.2. Ce jeu
de parameétres (temps de contact, résolution, taille du scan) conduit a un temps d’acquisition

de 4 h30 par image, durée pendant laquelle 'eau s’évapore peu.

Parameétres des

Milieu de mesure Cantilever
courbes de force

Parameétres de I'image

Constante Vitesse Résolution

. . Temps de , Taille du Durée de
Nature  Température de raideur d’approche volume ) L
théorique k EERE et de retrait (pixels) scan AU
eau 37 °C 0,32 N/m 1s 2 um/s 128x128 4x4 um? 4 h30

Tableau 11 : Paramétres choisis pour les acquisitions des données AFM force-volume.
l1l.1.3. Acquisition des images AFM force-volume et traitement
lll.1.3.1. Acquisition des images AFM force-volume

Le logiciel utilisé pour 'acquisition des données AFM force-volume est Picoview version 1.14
en mode spectroscopie. La Figure 70 regroupe les différentes étapes a effectuer pour
I'acquisition des courbes force-volume.

L’étape 1 consiste a immerger la pointe fonctionnalisée dans de I'eau pendant 5 min afin
d’enlever les cristaux de sels dus a la conservation dans la solution PBS. La pointe est ensuite
placée sur le scanner. Le réglage du laser (étape 2) est identique a celui effectué pour réaliser
des images AFM de surface.

Une calibration de la pointe AFM sur un substrat dur (mica) a I'air et en mode contact (étape 3)
est nécessaire afin de déterminer la constante de raideur k de la pointe fonctionnalisée par la
fibronectine et son coefficient de sensibilité a. La constante de raideur k donnée par le
fournisseur Nanoworld est de 0,32 N/m pour un cantilever de longueur de 100 um, laquelle est
modifiée apreés fonctionnalisation. Lors de la calibration, I'approche est réalisée avec une
déflection (setpoint) de 0,5 V afin d’éviter d’endommager la pointe. A la fin de I'approche, le

coefficient de sensibilité de la pointe AFM est déterminé a partir d’'une courbe d’approche-
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retrait acquise a la surface du mica. L'indentation dure 1 s avec 2000 points par courbe de
force. Deux curseurs sont ensuite placés sur la courbe de retrait (Figure 71) afin de déterminer
le coefficient directeur de la tangente de la courbe, ce dernier correspond au coefficient de
sensibilité o de la pointe. Il est généralement situé autour de 90 nm/V mais il peut légerement
varier d’'une pointe a une autre en fonction de la fonctionnalisation. Le scanner est ensuite
éloigné de la surface afin d’utiliser la fonction Thermal K pour la détermination de la constante
de raideur de la pointe fonctionnalisée. La valeur de la constante de raideur pour 'ensemble
des mesures est généralement située entre 0,03-0,04 N/m. La détermination du coefficient de
sensibilité et de la constante de raideur de la pointe fonctionnalisée permettra de remonter a
la force d’interaction en nN (loi de Hooke-chapitre I, paragraphe 1.4.1.2) lors du traitement des
courbes de forces conduisant a la reconstruction des images AFM force-volume présentées
dans le paragraphe suivant.

Les étapes (4 a 6) concernent la mise en place de la mesure avant I'acquisition des courbes

de forces.

1 Rincage de la pointe
fonctionnalisée et positionnement
sur le scanner

¥

2
‘ Réglage du scanner J

Détermination de la constante
3 de raideur de la pointe k
Calibration de la pointe Détermination du coefficient

de sensibilité a

4
[ Mise en place de la cellule }

[ Tempsde chauf‘fe 5 min

substrat
¥

Temps d’approche : entre
10 et 15 min

+

{G Test (indent) J
¥

7

[ Mesure J

Figure 70 : Organigramme des différentes étapes d'acquisition des données AFM force-volume.

[5 Approche de Ia pointe sur le J
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4 Déflection (V)

Coefficient de sensibilité a

Distance (um)

Figure 71 : Exemple d’'une courbe de force réalisée sur mica. Les deux curseurs sont placés afin de
déterminer le coefficient directeur de la tangente de la courbe lequel correspond au coefficient de
sensibilité a.

lll.1.3.2. Traitement des images AFM force-volume

Ce paragraphe présente le traitement des données AFM force-volume en se basant sur un
exemple : une image AFM force-volume dont les données ont été acquises a l'air sur une
céramique dense et non polie en HA avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine.
Les acquisitions a l'air ne présentent pas d’intérét majeur pour cette étude comme cela a été
expliqué au paragraphe 1ll.1.2 mais elles ont permis de paramétrer le logiciel Picolmage
Advanced 7.3 de Digital Surf pour le traitement. Les différentes étapes suivies lors du

traitement des données AFM force-volume sont présentées en Figure 72.

1 Etalonnage des Utilisation des valeurs de k et a
courbes de force précédemment déterminées

2
Normalisation

3 Appllcatlon a toutes
les courbes de force

4 Analyse des courbes de Positionnement des curseurs
—
force R; etR,

5 Appllcatlon a toutes
les courbes de force

* Histogramme des forces ]

6
Résultats —_—
* Image AFM force-volume 2D

Figure 72 : Organigramme des différentes étapes de traitement des données AFM force-volume
conduisant a I'établissement d’une image force-volume.

La premiere étape du traitement du jeu de données consiste a étalonner les courbes de forces

en appliquant les constantes k et a déterminées lors de I'étalonnage de la pointe. Cela permet
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par la loi de Hooke (présentée dans le chapitre |-paragraphe 1.4.1.2) d’obtenir des courbes de
force en nN et non en Volt qui est la grandeur mesurée par I'équipement (axe des ordonnées).
Les courbes de force sont ensuite normalisées (étape 2). Cette opération consiste a
repositionner I'origine des axes des ordonnées et des abscisses comme le montre la Figure
73. Cette opération est ensuite appliquée a toutes les courbes de force (étape 3). Le but de
'analyse des courbes de force est de déterminer la force d’adhésion (F) en plagant deux
curseurs Ry et Rz sur le pic d’adhésion de la courbe de retrait (étape 4 et Figure 74), la
différence (zro-zr1) correspond a la force d’adhésion en nN. Cette opération est appliquée a

toutes les courbes de force (étape 5).

A la fin de I'analyse des courbes de force, les résultats peuvent étre présentés sous deux
formes (étape 6) : un histogramme des forces d’adhésion en fréquence (Figure 75) et une
image AFM force-volume (Figure 76). Sur I'histogramme, la hauteur d’'une barre correspond a
la fréquence de la classe qu’elle représente. L’axe des abscisses correspond aux forces
déterminées a partir des courbes de force. Les valeurs sont négatives car la différence zre-zr1
est inférieure a 0. Ces valeurs doivent donc étre considérées en valeurs absolues. La largeur
des barres (i.e. d’'une barre) a été fixée a 0,2 nN pour tous les histogrammes afin d’avoir une
meilleure représentation de la répartition des forces d’adhésion.

L’image AFM force-volume (Figure 76) est générée avec la fonction « Parameter map ». Les
dimensions x et y correspondent a la taille de la zone scannée (4 um x 4 um). Avec une
résolution de 128x128 pixels, un pixel sur I'image AFM force-volume correspond a une courbe
de force. L’échelle des hauteurs qui accompagne I'image traduit les valeurs des forces

d’adhésion obtenues, il s’agit de la troisieme dimension en z d’ou le nom force-volume.
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Figure 73 : Exemple d’une courbe de force (A) avant et (B) aprés normalisation.
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Figure 74 : Exemple d’analyse d’'une courbe de force. Les curseurs R1 et Rz sont placés afin de
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déterminer la force d’adhésion.
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Figure 75 : Exemple d’'un histogramme en fréquences des forces d’adhésion obtenu a partir d’'un jeu
de 16384 courbes. Echelle : abscisse = force en nN, ordonnée = fréquence en %.
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Figure 76 : Exemple d’'une image AFM force-volume 2D obtenue a partir d’'un jeu de 16384 courbes
de force avec la fonction Parameter map. Echelle : x, y = taille de 'image 2D en ym, z = forces en nN.
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Aprés 'acquisition d’'une courbe de force, le scanner se repositionne en z avant d’entamer une
nouvelle mesure de force. La Figure 77 présente un exemple de courbe de force non
normalisée mettant en évidence deux informations enregistrées simultanément : la déflection
qui permet de remonter a la force et a la topographie. Le décalage observé sur la courbe de
force par rapport a l'origine de I'axe des ordonnées correspond a un décalage en z qui traduit
les variations de topographie. On appellera 'image reconstruite a partir de ces données image
AFM de la « topographie récupérée ». Cette topographie est récupérée via le plug-in « point
de contact » du logiciel d’acquisition PicoView qui prend en compte la valeur de la position en
z du scanner.

Cette opération est réalisée dans le but de superposer 'image AFM de la « topographie
récupérée » et 'image AFM force-volume avec le logiciel Picolmage. La reconstruction 3D
permet de mieux visualiser linfluence de la topographie sur les forces d’adhésion
protéine/céramique. L’'image AFM de la « topographie récupérée » est traitée avec le logiciel
Picolmage en corrigeant les défauts de surface (Figure 78-A) par un redressement ligne a
ligne. Cet outil de traitement est souvent utilisé en microscopie a force atomique pour corriger
le décalage entre la référence verticale et la ligne mesurée. Il consiste alors a redresser

chaque ligne indépendamment et les replacer sur un méme plan (Figure 78-B).

La fonction « surface multicouche » permet alors d’effectuer une superposition de I'image AFM
force-volume et I'image AFM de la « topographie récupérée ». L'image AFM force-volume est
définie comme couche texture (Figure 79-A) et 'image AFM de la topographie récupérée
comme couche topographique (Figure 79-B). La représentation 2D n’apporte pas d’information
mais la représentation 3D en perspective (Figure 80) permet de corréler topographie et force
d’adhésion. L’échelle en couleur a droite représente les forces en nN accompagnées de leur
histogramme de fréquence. Le contraste de couleur observé est associé a la variation des
forces d’adhésion avec des forces plus élevées sur les joints de grain (couleur bleue sombre)
et des forces faibles sur les grains (couleur jaune et verte claire). L’'information topographie est

donnée a gauche de I'image sur I'échelle des ordonnées.

Déflection (V)

Point de contact : Information image
AFM de surface (topographie)

B L

I\ Déflection : Information force

Distance (um)

Figure 77 : Exemple d’'une courbe de force non normalisée mettant en évidence deux informations : la
force d’adhésion avec la mesure de la déflection et la topographie récupérée avec le plug-in point de
contact.
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Figure 78 : Exemple du traitement d’'une image AFM de la « topographie récupérée » avec A) avant
redressement ligne a ligne et B) aprés redressement ligne a ligne.
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Figure 79 : Exemple d’'une surface multicouche 2D générée par la superposition (A) de I'image AFM
force-volume et (B) de I'image AFM de la « topographie récupérée ».

nN

Figure 80 : Exemple d’'une vue 3D de la surface multicouche combinant 'image AFM force-volume et
l'image AFM de la « topographie récupérée ».

Echelle : x, y = taille de 'image en ym et z = amplitude de I'image AFM de la « topographie
récupérée » en nm (& gauche). L’échelle en couleur a droite représente les forces d’adhésion en nN
accompagnées de leur histogramme en fréquence.
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111.1.3.3. Controle des données

La Figure 81 représente des images AFM force-volume réalisées avec une pointe
fonctionnalisée par de la fibronectine sur une céramique dense en HA (image A) et un substrat
en mica (image C). L'image B correspond a une image AFM force-volume réalisée avec une
pointe non fonctionnalisée sur une céramique dense en HA. Ces acquisitions de données ont
été effectuées a l'air.

L’image A définit des zones qui semblent correspondre a des grains et des joints de grains a

la surface de la céramique avec des forces d’adhésion mesurées comprises entre 0 et 25 nN.

Afin de confirmer qu'on mesure bien des forces d’adhésion de la fibronectine, nous avons
effectué deux contrdles. Le premier concerne des mesures de forces réalisées sur une surface
lisse (mica), 'image C résultante indique des forces homogenes (autour 1,2 nN) sur la totalité
de la surface scannée. Le second contréle avait pour but de voir le comportement de
'adhésion avec une pointe non fonctionnalisée. L'image B affiche une surface inhomogene
par rapport a celle observée sur 'image A avec des forces comprises entre 0 et 16,3 nN. Ces
derniéres correspondraient aux forces mesurées entre la pointe non fonctionnalisée et la fine
couche d’eau présente a la surface de la céramique (mesures a l'air). Si les forces mesurées
sont du méme ordre de grandeur, 'image B ne définit pas de zone pouvant correspondre a

des grains et des joints de grains.

Ces deux contrbles ont permis de mettre en évidence le comportement de I'adhésion sur une
surface lisse et de montrer que les forces mesurées avec une pointe fonctionnalisée sont
différentes en terme de répartition spatiale de celles mesurées avec une pointe non
fonctionnalisée. En effet, des zones bien distinctes ressemblant a des grains et des joints de
grains se profilent. Ce point sera plus amplement expliqué par la suite en discutant I'aspect

topographique observé sur I'image (A-Figure 81).
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Figure 81 : Images AFM force-volume réalisées avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine
sur (A) une céramique dense en HA et (C) un substrat en mica et (B) image AFM force-volume
réalisée avec une pointe non fonctionnalisée sur une céramique dense en HA. Les mesures ont été
effectuées a I'air et le traitement des données avec le logiciel Picolmage.

Ill.1.4. Résultats

Les images AFM force-volume acquises sur des céramiques denses en hydroxyapatite (HA),
en hydroxyapatite silicatée (SiHA) et en hydroxyapatite carbonatée (CHA) sont présentées
ci- aprés. Les forces d’adhésion de la fibronectine ont été mesurées sur des céramiques
denses et non polies afin d’évaluer I'impact de la topographie et sur des céramiques denses
et polies afin d’évaluer l'influence de la composition chimique en s’affranchissant des effets
topographiques. Les images AFM force-volume des six céramiques denses (polies et non
polies) en HA, SiHA et CHA ont été réalisées dans I'eau et a 37°C. Le traitement des données
a été réalisé avec le logiciel Picolmage en s’appuyant sur la méthode expliquée au paragraphe
1.1.3.2.

lll.1.4.1. Hydroxyapatite

Ce paragraphe présente 'ensemble des images AFM force-volume réalisées sur la céramique
dense non polie et polie en HA avec une pointe AFM fonctionnalisée par de la fibronectine.
Ces résultats sont représentatifs de 'ensemble des images AFM force-volume obtenues avec

ces céramiques.

lll.1.4.1.1. Image AFM force-volume sur céramique non polie en HA

La Figure 82 présente les résultats obtenus avec une céramique dense non polie en HA.
L’histogramme en fréquence modélisé par des gaussiennes (Figure 82-A) présente une

110

Nadia EL FELSS | These de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



distribution large des forces d’adhésion de la fibronectine sur la surface des substrats. Les
forces sont hétérogenes et varient de 1,5 a 7,5 nN avec une fréquence maximale de 6,5 %.
La force d’adhésion moyenne obtenue est de 4,4 nN. On distingue deux populations de forces.
La premiére population indique la présence de peu de forces détectées entre 1,5 et 5 nN alors
que la deuxieme population, elle présente un nombre important de forces qui se situent entre
3,5 et 7,5 nN. L'image AFM force-volume (Figure 82-B) donne la répartition de ces mémes
valeurs de forces a la surface de la céramique. Le contraste de couleur varie de la couleur
jaune a la couleur marron pour une échelle de forces évoluant de 1 a 8 nN. Ces valeurs de
force semblent définir des zones qui ressemblent a des grains et des joints de grains en
surface. On retrouve le méme aspect topographique sur I'image AFM de la « topographie
récupérée » (Figure 82-C), ces grains et joints de grains sont assez visibles avec une échelle
de hauteur qui indique une amplitude maximale de 200 nm. L’échelle en couleurs des forces
en nN de la vue 3D de la surface multicouche combinant 'image AFM force-volume et 'image
AFM de la « topographie récupérée » (Figure 82-D) met en évidence un contraste de couleur
qui traduit une augmentation de la force d’adhésion en allant de la couleur jaune a la couleur
bleue. Les forces d’adhésion sont plus élevées sur les joints de grains et varient entre 4 et
7 nN, alors que sur les grains les forces d’adhésion sont plus faibles et se situent entre 1 a
4 nN.

L’ensemble des résultats obtenus conclut dans un premier temps a des forces d’adhésion plus

élevées sur les joints de grains par rapport a celles obtenues sur les grains.

L’image AFM de la « topographie récupérée » obtenue a partir du plug-in « point de contact »
renseigne théoriqguement sur la topographie de la zone scannée en spectroscopie de force, il
faut donc s’assurer qu’il s’agit bien des grains et des joints de grains de la surface de la
céramique. Pour valider ce point, la Figure 83 présente trois images d’'une céramique dense
en HA : 'image AFM de la topographie récupérée (Figure 83-A), une image AFM de surface
réalisée a l'air (Figure 83-B) et un cliché de microscopie électronique a balayage (Figure 83-
C). Le diametre moyen des grains a été calculé a partir de ces trois images avec le logiciel
Imaged (NIH- United States, v1.52b) sur la base de 31 grains. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 12. Les diamétres moyens des grains calculés a partir des trois images sont
du méme ordre de grandeur. Pour les images AFM de la « topographie récupérée » et de la
surface de la céramique, les diamétres moyens des grains sont identiques et sont
respectivement de 0,5 £ 0,1 um et 0,5 £ 0,3 um. Cependant, les aspects des deux images
sont différents, I'image AFM de la « topographie récupérée » présente des grains allongés,
cette déformation est peut-étre due a une dérive du systéme, au fait que I'échantillon bouge
lors de I'acquisition des images AFM force-volume en milieu aqueux, ou encore a un traitement

d’image insuffisant.
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Des profils de rugosité extraits des images AFM de la « topographie récupérée » (Figure 83-
A) et de la surface de la céramique (Figure 83-B) sont présentés en Figure 84. Les deux profils
présentent des vallées et des sommets qui traduisent la présence de joints de grains. Les
hauteurs maximales Rz des profils A et B sont respectivement de 0,09 um et 0,13 um. De plus,
les rugosités surfaciques de I'image AFM de la « topographie récupérée » et de 'image AFM
de surface mentionnées sur la Figure 83 sont quasiment identiques et sont respectivement de
20 nm et 21 nm. Cette |égere différence peut étre due a la forme modifiée des grains et a
l'influence du milieu eau mais surtout a la zone scannée qui n’est pas identique dans les deux
cas.

En conclusion, le calcul des diamétres moyens des grains ainsi que les profils de rugosités
extraits des images AFM accompagnées de leurs rugosités surfaciques respectives confirment
que I'image AFM de la « topographie récupéréee » correspond bien a I'image AFM de la surface
de la céramique dense en HA enregistrée en méme temps que I'image AFM force-volume.
Les forces d’adhésion élevées obtenues sur les joints de grains témoignent alors d’'une grande
affinité de la fibronectine pour ces zones par rapport a celles obtenues sur les grains qui étaient

moins élevées.
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Figure 82 : Image AFM force-volume d'une céramique dense non polie en hydroxyapatite (HA)
obtenue avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine (Fn), les mesures ont été réalisées en
milieu aqueux (eau) et a 37°C avec A) histogramme en fréquence des forces mesurées modélisé par
des gaussiennes, B) image AFM force-volume, C) image AFM de la « topographie récupérée » et D)

vue 3D de la surface multicouche combinant 'image AFM force-volume et 'image AFM de la
« topographie récupérée ».
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Figure 83 : Topographie d’'une céramique dense et non polie en HA avec A) image AFM de la
« topographie récupérée », B) image AFM de surface réalisée a I'air et en mode contact et C) cliché
MEB.

Diamétre moyen (um)

Image A Image B Image C

HA 0,5+0,1 0,5+0,3 0,7+0,3

Tableau 12 : Diamétre moyen des grains de I'hydroxyapatite (HA) calculé a partir de A) I'image AFM
de la « topographie récupérée », B) 'image AFM de surface réalisée a I'air et en mode contact et C)

du cliché MEB.
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Figure 84 : Profils de rugosité extraits des images AFM A) de la « topographie récupérée » et B) de la
surface de la céramique dense et non polie en hydroxyapatite.

lll.1.4.1.2. Image AFM force-volume sur céramique polie en HA

Les résultats de spectroscopie de force obtenus avec une céramique dense et polie en
hydroxyapatite sont présentés sur la Figure 85.

Les forces d’adhésion sont représentées sous forme d’histogramme en fréquence (Figure 85-
A). Il indique une distribution asymétrique des forces sur la céramique dense et polie en HA

qui varient entre 0 et 1 nN avec une fréquence maximale de 11 %. La majorité des forces
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d’adhésion se situent entre 0 et 0,5 nN. Peu de forces d’adhésion sont détectées au-dela de
0,5 nN. La force d’adhésion moyenne est de 0,3 nN. L’image AFM force-volume (Figure 85-B)
met en évidence la répartition des forces mesurées sur la surface de la céramique. L'échelle
en couleurs des forces d’adhésion en nN indique des forces faibles et homogeénes allant de 0
a 1 nN (couleur jaune) sur la totalité de la surface lisse. L’échelle de hauteur sur I'image AFM
de la «topographie récupérée » (Figure 85-C) indique une amplitude totale maximale de
surface de 150 nm. La rugosité surfacique (Sa) de la céramique dense et polie en HA est de
12 nm. Le contraste de couleur observé sur la vue 3D de la surface multicouche combinant
'image AFM force-volume et 'image AFM de la « topographie récupérée » (Figure 85-D)
confirme la répartition homogéne des faibles forces mesurées sur 'ensemble de la surface
avec une échelle en couleur en nN qui indique des forces majoritairement situées entre 0 et
0,5 nN.
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Figure 85 : Image AFM force-volume d'une céramique dense polie en hydroxyapatite (HA) obtenue
avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine (Fn), les mesures ont été réalisées en milieu
aqueux (eau) et a 37°C avec A) histogramme en fréquence des forces mesurées, B) image AFM
force-volume, C) image AFM de la « topographie récupérée » et D) vue 3D de la surface multicouche
combinant 'image AFM force-volume et 'image AFM de la « topographie récupérée ».

Dans la méme approche sur la confirmation de I'information « topographie », deux profils de
rugosité extraits des images AFM de la « topographie récupérée » et de la surface d’'une

céramique dense et polie en HA réalisée a I'air sont présentés Figure 86. Les deux profils
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présentent des hauteurs maximales Rz différentes qui sont de 44 nm pour le profil (A) et 20 nm
pour le profil (B). La rugosité surfacique obtenue a partir de I'image AFM de la « topographie
récupérée » (12 nm) est plus élevée que celle obtenue sur 'image AFM de surface qui est de
4 nm (chapitre Il, paragraphe 11.2.2.9). Les surfaces scannées a I'air et dans I'eau sont choisies
de maniére aléatoire d’ou les légéres différences de rugosité observées entre les deux milieux.
Compte-tenu des faibles rugosités, le moindre creux au sommet peut influencer de facon
significative les valeurs de Sa.

En conclusion, I'affinité de la fibronectine semble moins importante pour une céramique dense

et polie en HA, les forces d’adhésion sont faibles et réparties de fagon uniforme sur 'ensemble
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Figure 86 : Profils de rugosité extraits des images AFM A) de la « topographie récupérée » et B) de la
surface de la céramique dense polie en hydroxyapatite.

lll.1.4.2. Hydroxyapatite silicatée

Les résultats obtenus pour des céramiques denses en hydroxyapatite silicatée sont présentés
dans ce paragraphe. lls sont représentatifs de 'ensemble des images AFM force-volume

obtenues avec ces céramiques.

lll.1.4.2.1. Image AFM force-volume sur céramique non polie en SiHA

L’histogramme en fréquence des forces mesurées modélisé par des gaussiennes (Figure 87-
A) présente une distribution étroite des forces d’adhésion a la surface de la céramique. Les
forces d’adhésion varient de 0,1 a 3,3 nN avec une fréquence maximale de 11,5 %. La force
d’adhésion moyenne est de 1,3 nN. Deux populations de forces se distinguent, la premiére
concerne des forces d’adhésion allant de 0,1 a 1,5 nN et la deuxiéme indique des forces plus
élevées situées entre 0,5 et 3,3 nN. Les mémes forces d’adhésion sont indiquées sur I'image
AFM force-volume (Figure 87-B). Celle-ci affiche un contraste de couleur allant des couleurs

claires (couleur jaune) aux couleurs sombres (couleur marron) traduisant des forces
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d’adhésion sur une gamme allant de 0,4 a 4 nN. Les valeurs de force semblent définir des
grains et des joints de grains en surface. Cette topographie est également observée sur
'image AFM de la « topographie récupérée » (Figure 87-C) avec une échelle de hauteur qui
indique une amplitude totale maximale de surface de 220 nm. L’échelle en couleurs des forces
en nN sur la Figure 87-D, indique des forces plus élevées sur les joints de grains allant de 1,8
a 3 nN (couleur bleue) et des forces moins élevées sur les grains qui se situent entre 0,5 et
1,8 nN (couleur jaune).

Comme dans le cas de 'hydroxyapatite dense non polie, ces résultats semblent indiquer des
forces d’adhésion plus élevées sur les joints de grains et moins importantes sur les grains.
Afin de confirmer ces résultats, nous avons vérifié l'information de la « topographie
récupérée » pour valider ces grains et joints de grains observés en surface. Les diameétres
moyens des grains de la Figure 88 sont regroupés dans le Tableau 13. Les trois images A, B
et C présentent respectivement un diametre moyen des grains de 0,4 £ 0,2 um pour les images
AFM de la « topographie récupérée » (Figure 88-A) et de la surface de la céramique réalisée
a l'air (Figure 88-B) et de 0,5 £ 0,2 um pour le cliché MEB (Figure 88-C). La taille des grains
calculée est appuyée par les deux profils de rugosité extraits des images AFM de la
« topographie récupérée » (Figure 88-A) et de la surface de la céramique (Figure 88-B)
présentés en Figure 89. Les deux profils indiquent la présence de vallées et de sommets et
des hauteurs maximales Rz de 0,12 um sur le profil A (eau) et 0,16 um sur le profil B (air). Les
rugosités surfaciques de 'image AFM de la « topographie récupérée » et de 'image AFM de
surface présentées sur la Figure 88 sont trés proches et sont respectivement de 24 nm et
23 nm. Ces résultats confirment bien que I'image AFM de la « topographie récupérée »
correspond a une image AFM de la surface de la céramique en SiHA, ainsi I'affinité de la

fibronectine est donc plus importante sur les joints de grains.
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Figure 87 : Image AFM force-volume d'une céramique dense non polie en hydroxyapatite silicatée
(SiHA) obtenue avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine (Fn), les mesures ont été
réalisées en milieu aqueux (eau) et a 37°C avec A) histogramme en fréquence des forces mesurées
modélisé par des gaussiennes, B) image AFM force-volume, C) image AFM de la « topographie
récupérée » et D) vue 3D de la surface multicouche combinant I'image AFM force-volume et I'image
AFM de la « topographie récupérée ».
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Figure 88 : Topographie d’'une céramique dense et non polie en SiHA avec A) image AFM de la
« topographie récupérée », B) image AFM de surface réalisée a I'air et en mode contact et C) cliché
MEB.

Diamétre moyen (um)

Image A Image B Image C

SiHA 0,4+0,2 0,4+0,2 0,5+0,2

Tableau 13 : Diamétre moyen des grains de I'’hydroxyapatite silicatée (SiHA) calculé a partir de A)
l'image AFM de la « topographie récupérée », B) I'image AFM de surface réalisée a 'air et en mode
contact et C) du cliché MEB.
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Figure 89 : Profils de rugosité extraits des images AFM A) de la « topographie récupérée » et B) de la
surface de la céramique dense non polie en hydroxyapatite silicatée.

ll1.1.4.2.2. Image AFM force-volume sur céramique polie en SiHA

Les résultats obtenus avec I'image AFM force-volume sur une céramique dense et polie en
SiHA sont présentés en Figure 90. L’histogramme en fréquence (Figure 90-A) présente une
distribution asymétrique des forces d’adhésion variant entre 0 et 1 nN avec une fréquence
maximale de 10 %. Peu de forces sont enregistrées entre 0,5 et 1 nN. La force d’adhésion
moyenne est de 0,3 nN. Les mémes valeurs de forces sont présentées sur 'image AFM force-
volume (Figure 90-B). Celle-ci révele une distribution uniforme de ces forces d’adhésion de
faible amplitude. L’'image AFM de la « topographie récupérée » (Figure 90-C) indique une
amplitude totale maximale de surface de 150 nm. La vue 3D de la surface multicouche
combinant I'image AFM force-volume et 'image AFM de la « topographie récupérée » (Figure
90-D) met également en évidence une répartition homogéne des forces d’adhésion allant de
0a0,5nN.

La Figure 91 présente deux profils de rugosité extraits des images AFM de la « topographie
récupéree » (profil A) et de la surface de la céramique réalisée a I'air (chapitre Il, paragraphe
[1.2.2.9) (profil B). Les deux profils A et B présentent respectivement des hauteurs maximales
Rz de 22 nm et 23 nm. Les deux profils A et B sont extraits de deux images AFM présentant
des rugosités surfaciques respectives de 7 nm et de 4 nm (chapitre Il, paragraphe 11.2.2.9).
Ces différences sont principalement attribuées a la zone scannée qui n’est pas identique dans

les deux cas et a la présence aléatoire de quelques pores.

De maniére générale, les forces d’adhésion sont trés faibles avec une répartition homogéne

en surface.
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Figure 90 : Image AFM force-volume d'une céramique dense polie en hydroxyapatite silicatée (SiHA)
obtenue avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine (Fn), les mesures ont été réalisées en
milieu aqueux (eau) et a 37°C avec A) histogramme en fréquence des forces mesurées, B) image
AFM force-volume, C) image AFM de la « topographie récupérée » et D) vue 3D de la surface
multicouche combinant 'image AFM force-volume et I'image AFM de la « topographie récupérée ».
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Figure 91 : Profils de rugosité extraits des images AFM A) de la « topographie récupérée » et B) de la
surface de la céramique dense polie en hydroxyapatite silicatée.

l11.1.4.3. Hydroxyapatite carbonatée

Ce paragraphe présente les images AFM force-volume réalisées sur la céramique dense non
polie et polie en CHA avec une pointe AFM fonctionnalisée par de la fibronectine. Les résultats
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sont représentatifs de I'ensemble des images AFM force-volume obtenues avec ces

céramiques.

1l1.1.4.3.1. Image AFM force-volume sur céramique non polie en CHA

L’histogramme en fréquence modélisé par des gaussiennes (Figure 92-A) présente une
distribution étroite des forces d’adhésion sur la surface des substrats. Les forces d’adhésion
varient entre 0,2 et 3 nN avec une fréquence maximale de 8 %. La force d’adhésion moyenne
obtenue est de 1,3 nN. La premiére population représente une majorité de forces qui se situent
entre 0,2 et 2,5 nN. Une deuxiéme population moins importante indique des forces entre 2,5
et 3 nN. On retrouve les mémes forces sur I'image force-volume (Figure 92-B) qui présente
des forces d’adhésion se situant majoritairement entre 0,5 et 2,5 nN sur I'échelle en couleur.
L’aspect de la surface sur 'image AFM force-volume n’est pas bien défini. L'image AFM de la
« topographie récupérée » (Figure 92-C) présente une amplitude maximale de surface de
160 nm. Cependant, 'image définit des grains qui semblent avoir une taille plus importante
que celle observée habituellement pour une hydroxyapatite carbonatée. Ce point sera vérifié
par la suite par le calcul des diamétres moyens des grains. Le contraste de couleur observé
sur la vue 3D et traduit par I'échelle en couleur en nN (Figure 92-D) révele des forces allant
de 0,2 a 1,1 nN sur les sommets et des forces plus élevées qui se situent entre 1,1 nN et 2 nN

sur les vallées.

Des diamétres moyens des grains de I'hydroxyapatite carbonatée ont été calculés sur les
images présentées en Figure 93 et sont regroupés dans le Tableau 14. La taille des grains
calculés a partir du cliché MEB et de 'image AFM de surface réalisée a l'air estde 0,2 £ 0,1 pm
alors que le diameétre calculé a partir de 'image AFM de la « topographie récupérée » est de
0,4 £ 0,1 um. Afin de confirmer cette différence de taille des grains, deux profils de rugosités
extraits des images AFM de la « topographie réecupérée » (Figure 93-A) et de la surface d’'une
céramique en CHA réalisée a I'air (Figure 93-B) sont présentés en Figure 94. Les deux profils
A et B présentent respectivement des hauteurs maximales Rz de 0,08 um et 0,11 um. Les
rugosités surfaciques de I'image AFM de la « topographie récupérée » et de 'image AFM de
la surface d’'une céramique en CHA (air) mentionnées en Figure 93 sont respectivement de
17 nm et 16 nm. Les valeurs des hauteurs maximales Rz et des rugosités surfaciques (Sa)
entre les deux milieux sont assez proches et confirment qu’il s’agit de la méme information

topographique mais la forme des grains n’est pas similaire dans les deux cas.

L’image AFM force-volume présentée en Figure 92 est la seule image issue d'un traitement
complet des données. En effet, lors de ces mesures de forces, le systéme n’était pas stable
pendant la durée de I'acquisition et induisait régulierement un décrochage de la pointe (arrét
de I'acquisition). Seule cette image AFM force-volume a pu étre obtenue en totalité en traitant
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'ensemble de jeu de données acquis en 4h30. Cependant, malgré larrét fréquent de
'acquisition, les forces d’adhésion de la zone scannée ont pu étre traitées et étaient toujours

du méme ordre de grandeur que celles affichées sur I'histogramme en fréquence (Figure 92-
A).

—— Données

1A Population 1
Population 2

—— Enveloppe

nN

Fréquence (%)
6 4N w & @ @ N @

»
@

T
0 1 2 3

Force (nN)

0 z 4 pm

Figure 92 : Image AFM force-volume d'une céramique dense non polie en hydroxyapatite carbonatée
(CHA) obtenue avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine (Fn), les mesures ont été
réalisées en milieu aqueux (eau) et a 37°C avec A) histogramme en fréquence des forces mesurées
modélisé par des gaussiennes, B) image AFM force-volume, C) image AFM de la « topographie
récupérée » et D) vue 3D de la surface multicouche combinant I'image AFM force-volume et I'image
AFM de la « topographie récupérée ».

Sa =7 nm ¥ ' 209 nm

150
100

50

Figure 93 : Topographie d’'une céramique dense et non polie en CHA avec A) image AFM de la
« topographie récupérée », B) image AFM de surface réalisée a 'air et en mode contact et C) cliché
MEB.
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Diamétre moyen (um)

Image A Image B Image C

CHA 0,4+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1

Tableau 14 : Diameétre moyen des grains de I'hydroxyapatite carbonatée (CHA) calculé a partir de A)
l'image AFM de la « topographie récupérée », B) 'image AFM de surface réalisée a I'air et en mode
contact et C) du cliché MEB.

Figure 94 : Profils de rugosité extraits des images AFM A) de la « topographie récupérée » et B) de la
surface de la céramique dense non polie en hydroxyapatite carbonatée.

1ll.1.4.3.2. Image AFM force-volume sur céramique polie en CHA

L’ensemble des résultats obtenus avec I'image AFM force-volume sur une céramique dense

et polie en CHA est présenté en Figure 95 .

L’histogramme en fréquence (Figure 95-A) présente une distribution asymétrique des forces
d’adhésion sur la céramique avec des forces qui varient entre 0 et 0,5 nN et une fréquence
maximale de 30 %. La force d’adhésion moyenne est de 0,1 nN. Ces forces sont également
relevées sur I'image AFM force-volume (Figure 95-B) qui révele une répartition homogéne des
faibles forces sur 'ensemble de la surface polie. L'amplitude totale maximale de surface
affichée sur 'image AFM de la « topographie récupérée » (Figure 95-C) est autour de 36 nm.
L’échelle en couleurs des forces sur la vue 3D (Figure 95-C) met également en évidence des
forces d’adhésion faibles sur la totalité de la surface scannée qui varient majoritairement entre
0,05 et 0,25 nN.

La Figure 96 présente deux profils de rugosité extraits de 'image AFM de la « topographie
récupérée » (profil A) et de I'image AFM de surface d’'une céramique dense et polie en CHA
réalisée a I'air (chapitre II- paragraphe 11.2.2.9) (profil B). Les valeurs des hauteurs maximales
Rz des deux profils A et B sont respectivement autour de 10 et 6 nm. Les rugosités surfaciques
associées aux profils A et B sont respectivement de 8 et 2 nm. Cette Iégere différence de
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rugosité est certainement due au fait que les deux zones scannées dans I'eau et a I'air ne sont
pas identiques.

L’ensemble de ces résultats confirme la présence de trés faibles forces d’adhésion d’une

maniere assez homogeéne sur la totalité de la surface polie en CHA.
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Figure 95 : Image AFM force-volume d'une céramique dense polie en hydroxyapatite carbonatée
(CHA) obtenue avec une pointe fonctionnalisée par de la fibronectine (Fn), les mesures ont été
réalisées en milieu aqueux (eau) et a 37°C avec A) histogramme en fréquence des forces mesurées,
B) image AFM force-volume, C) image AFM de la « topographie récupérée » et D) vue 3D de la
surface multicouche combinant I'image AFM force-volume et 'image AFM de la « topographie

récupéree ».
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Figure 96 : Profils de rugosité extraits des images AFM A) de la « topographie récupérée » et B) de la
surface de la céramique dense polie en hydroxyapatite carbonatée.
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l11.1.5. Discussion

L’affinité de la fibronectine pour des céramiques denses en HA, SiHA et CHA a été étudiée en
spectroscopie de force. Les mesures des forces d’adhésion de la fibronectine ont été
effectuées d’'une part sur des céramiques denses et polies pour évaluer linfluence de la
composition chimique et, d’autre part sur des céramiques denses et non polies pour évaluer
linfluence de la topographie. Les forces d’adhésion obtenues ont permis de construire des

images AFM force-volume.

La Figure 97 récapitule les histogrammes en fréquence des forces d’adhésion mesurées sur
l'ensemble des céramiques. Le Tableau 15 regroupe les différentes propriétés physico-
chimiques des céramiques phosphocalciques en HA, SiHA et CHA.

Les histogrammes en fréquence des forces d’adhésion mesurées sur les surfaces polies des
céramiques en HA, en SiHA et en CHA présentent des distributions asymétriques et similaires
avec des forces trés faibles et du méme ordre de grandeur. La force d’adhésion moyenne est
de 0,3 nN pour HA et SiHA et de 0,1 nN pour CHA. Les profils de rugosité extraits des images
AFM de la surface des céramiques polies en milieu liquide n’ont montré aucune évolution
significative de I'état de la surface comparé a ceux extraits des images AFM de surface
réalisées a l'air. La substitution des groupements phosphates par les silicates (1,13 %m de
silicium) dans le cas d’'une céramique en SiHA et par les carbonates (4,74 %m de carbonates)
dans le cas d'une CHA n’a pas d’influence notable sur les forces d’adhésion. Malgré le peu
d’adhésion obtenu sur les surfaces polies, I'aspect similaire des histogrammes et des forces
mesurées du méme ordre de grandeur laissent penser a une absence d’influence chimique

sur les forces d’adhésion.

Des travaux ont été réalisés par Velzenberger et al. sur les forces d’adhésion de la fibronectine
sur la surface lisse d’'une boite de polystyréne recouverte de polymére anti adhésif
(PolyHEMA, Sa = 4,8 nm) et une boite de polystyréne traitée pour la culture cellulaire (Sa =
2,5 nm) [132]. La force d’adhésion obtenue était de 0,091 + 0,018 nN sur le PolyHEMA et de
0,143 + 0,057 nN pour le polystyréne traité pour la culture cellulaire.

La majorité des forces obtenues ici sur des substrats polis se situent entre 0,1 et 0,2 nN. Ces
valeurs sont en accord avec la littérature, ce qui confirme que les forces d’adhésion sur des
surfaces lisses sont généralement assez faibles. La fibronectine semble peu adhérer bien que
les céramiques a base d’hydroxyapatite soient connues pour leur grande capacité a adsorber
la fibronectine [8], [245]. De plus la mouillabilité des différentes surfaces (Tableau 15) indique
une surface hydrophile avec des charges négatives pour les trois céramiques ce qui est

sensée favoriser I'affinité pour la fibronectine [138].
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Les images AFM force-volume sur les céramiques polies ont été réalisées dans les mémes
conditions que celles sur les céramiques non polies afin d’avoir des résultats comparables
entre les deux surfaces. Le temps de contact a été fixé a une seconde pour une durée
d’acquisition raisonnable de 4 h30. Ces paramétres n’ont pas permis de révéler l'influence de
la composition chimique sur les forces d’adhésion. Afin de pouvoir différencier les trois
compositions chimiques, une modification des parameétres d’acquisition peut s’avérer
judicieuse. En effet une augmentation du temps de contact jusqu’a 5 s pourrait affecter I'allure
des courbes de force et montrer une adhésion plus importante [191]. Cela peut étre
accompagné d’'une taille du scan plus petite que 4 ym x 4 pym afin d’avoir un temps
d’acquisition raisonnable. Des travaux similaires, mais réalisés avec des paramétres
d’acquisition différents, conduits par Marie Lasgorceix lors de son stage de master sur des
forces d’adhésion de la fibronectine (mesures ponctuelles en milieu PBS) ont montré des
forces d’adhésion de 'ordre de 4 nN en moyenne sur des céramiques denses et polies en HA
et SiHA. Le temps de contact était d’'une minute ce qui a permis d’obtenir des forces d’adhésion

plus importantes comparées a celles obtenues dans ce présent travail.

Les histogrammes en fréquence des forces d’adhésion sur les céramiques non polies (Figure
97) conduisent a une force d’adhésion moyenne de 4,4 nN pour HA avec une distribution large
des forces acquises en surface, alors que pour les céramiques en SiHA et CHA, les forces

d’adhésion moyennes sont de 1,3 nN avec une distribution étroite des forces d’adhésion.

Les rugosités surfaciques (Sa) des céramiques denses et non polies en HA, SiHA et CHA sont
respectivement de 21, 23 et 16 nm. La taille moyenne des grains est de 0,7 £ 0,3 um pour HA,
0,5 £ 0,2 um pour SiHA et 0,2 £ 0,1 um pour CHA. Les céramiques en HA et en SiHA ont des
rugosités surfaciques (Sa) et des tailles moyennes de grains du méme ordre de grandeur.
L’hydroxyapatite carbonatée se distingue par une rugosité moindre et des grains plus petits.
En se basant uniquement sur ces deux points, la chimie n’ayant pas a priori d’influence, les
forces d’adhésion sur les céramiques en HA et SiHA devraient étre assez proches. Or, ce sont
les forces sur les céramiques en CHA et SiHA qui sont du méme ordre de grandeur. Ainsi, ces
différents résultats ne sont pas attribuables uniquement a la topographie mais peut-étre a
influence de la substitution par le silicium et par les carbonates qui n’a pas été mise en
évidence sur les céramiques polies. En effet, la face polie n’a pas été exposée a la température
lors du frittage, la chimie entre surfaces polies et non polies n’est donc probablement pas la

méme.

Les potentiels zéta des poudres de HA, SiHA et CHA calcinées aux températures de frittage
sont respectivement -44 + 3, -43 £ 1 et -38 £ 2 mV. Tout comme pour les caractéristiques
physiques de la céramique en CHA, le potentiel zéta de la poudre CHA différe des autres et
est supérieur a celui des poudres HA et SiHA. La fibronectine ne posséde pas de charge
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globale fixe, sa charge va dépendre de son module exposé (chapitre 1.3.1.2) qui va porter soit
une charge négative soit une charge positive et qui va interagir par la suite avec les ions Ca?
ou PO.*, SiOs* ou COs* présents a la surface de la céramique. Les interactions entre la
fibronectine et la surface des céramiques dépendent de la contribution de plusieurs facteurs
mis en jeu pour lesquels des questions demeurent. La chimie aux joints de grains n’est pas
exactement la méme que sur les grains ce qui laisse penser a une influence conjointe de la

topographie et de la chimie en particulier aux joints de grains.

La distribution large des forces d’adhésion observée a la surface de la céramique en HA est
peut-étre due a une interaction entre plusieurs molécules sur la pointe AFM et la topographie.
Gelmi et al. ont montré que la mesure de forces hétérogénes correle généralement avec une
augmentation du nombre (n) de molécules en interaction [246]. Des forces élevées de 'ordre
de quelques nN indiquerait donc une interaction entre plusieurs molécules présentes sur la
pointe AFM et la surface de I'échantillon. En revanche, des forces de l'ordre de 0,2 nN
impliqueraient une interaction avec une molécule unique. La fibronectine se trouve sur
'ensemble de la pointe (voir Figure 64, paragraphe 1l1.1.1.2) et le rayon de courbure de la
pointe fonctionnalisée (Fn + Alexa Fluor) est de 45,5 nm. Les interactions entre la pointe
fonctionnalisée et un joint de grain ne semblent pas étre limitées a une molécule unique mais
s’étendraient aux autres molécules présentes sur I'ensemble de la pointe d'ou les forces
d’adhésion élevées observées sur la céramique dense et non polie en HA (Figure 98).
Cependant, sachant que les céramiques en HA et en SiHA ont quasiment la méme
topographie, les forces sur les deux céramiques devraient étre assez proches. Si les forces
d’adhésion sont plus importantes aux joints de grains, la chimie reste un facteur influencant

en particulier aux joints de grains.

Les difficultés rencontrées lors des acquisitions des images AFM force-volume sur une
céramique dense et non polie en CHA (arréts des acquisitions, aucune définition sur I'image
AFM force-volume et forme et taille des grains incohérentes avec I'image AFM de la
topographie) peuvent étre améliorées. Compte tenu de la taille moyenne des grains (0,2 +
0,1 um), scanner une zone plus petite que 4 x 4 pm? et augmenter le temps de contact

pourraient apporter de nouvelles informations.

L’ensemble de ces résultats conclut sur le fait que la microstructure ne semble pas étre le
parametre majeur influengant l'affinité de la fibronectine. La substitution des groupements
phosphates par des silicates ou des carbonates doit certainement avoir un impact méme si

l'influence de celle-ci n’a pas été mise en évidence par les mesures sur surfaces polies.
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Figure 97 : Histogrammes en fréquence des forces d'adhésion mesurées sur les céramiques denses
polies et non polies en HA, SiHA et CHA.

HA SiHA CHA
Rugosité Sa (nm) 21 23 16
Taille des grains (um) 0,7+0,3 0,5+0,2 0,2+0,1
Mouillabilité (°) 56 + 4 50 +2 512
Potentiel zéta (mV) -44 +3 -43 £1 -38+2
Energie de surface (mN/m) 48 50 49

Tableau 15 : Propriétés physico-chimiques des céramiques phosphocalciques HA, SiHA et CHA
établies au chapitre Il. Les rugosités sont obtenues a partir des images AFM de surface réalisées a
I'air, la taille moyenne des grains est calculée a partir des clichés MEB, les mesures d’angle de
contact sont effectuées sur des céramiques polies et les potentiels zéta sur des poudres calcinées aux
températures de frittage.
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Figure 98 : Schéma illustrant une interaction entre une pointe AFM fonctionnalisée par la fibronectine
et une vallée (joint de grain) sur un profil de rugosité.

111.1.6. Conclusion

Pour améliorer notre compréhension des interactions physiques protéines-céramiques et plus
précisément entre une protéine impliguée dans l'adhésion cellulaire et un biomatériau
phosphocalcique, la spectroscopie de force a été utilisée pour évaluer les interactions de la
fibronectine sur des céramiques denses en hydroxyapatite, en hydroxyapatite silicatée et en
hydroxyapatite carbonatée. Les images AFM force-volume sur les céramiques denses et
polies en HA, en SiHA et en CHA n’ont pas révélé d’influence significative de la composition
chimique. L’ensemble des résultats obtenus sur les céramiques denses et non polies ont mis

en évidence une influence de la microstructure modulée par la composition chimique.

Afin de préciser ce point, effectuer des mesures a microstructure constante mais en faisant
varier la chimie pourrait étre pertinent. Cette perspective peut étre envisageable dans le cas
des hydroxyapatites carbonatées afin d’évaluer I'influence des carbonates sur I'affinité de la
fibronectine. Il faudrait réaliser une image AFM force-volume sur une céramique dense et non
polie en HA puis la fritter sous atmosphere CO.. Cela permettrait d’avoir une carbonatation en
site A (voir réaction ci-dessous [43]) tout en gardant la microstructure constante et identique a
celle de la céramique dense en HA. La carbonatation de la surface permettrait alors de révéler

linfluence de la composition chimique tout en s’affranchissant de I'effet topographie.
Ca10(P04)6(0OH)2 + x CO2 <=> Ca10(P04)6(0H)2-2x(C0O3)xx + x H20

En général, I'affinité de la fibronectine demeure plus importante sur des surfaces présentant
une certaine rugosité (grains et joints de grains) par rapport a des surfaces lisses. Les forces
d’adhésion sur les joints de grains sont plus importantes que celles sur les grains. Les
interactions seraient établies entre la fibronectine présente sur 'ensemble de la pointe AFM et
la surface de la céramique. L’hydroxyapatite stoechiométrique (HA) indique alors une forte

affinité pour la fibronectine qui pourrait se traduire par une meilleure adhésion cellulaire.
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lll.2. Suivi de I’évolution de la fonctionnalisation des céramiques
phosphocalciques

Cette étude a pour but de suivre I'évolution de la fonctionnalisation de céramiques
inorganiques par des molécules organiques. Le but ultime est d’immobiliser le facteur de
croissance VEGF (protéine de I'angiogenése) sur des céramiques denses en hydroxyapatite
(HA) et en hydroxyapatite carbonatée (CHA). La Figure 99 résume [Iédifice de
fonctionnalisation utilisé et détaillé dans le paragraphe 1.3 du chapitre Il. Chaque étape de
fonctionnalisation a été caractérisée par imagerie Raman et spectroscopie de photoélectrons
X. Les topographies de chaque étape de fonctionnalisation ont également été contr6lées par

microscopie a force atomique.

VEGF
Protéine de l'angiogenése

/

SM(PEG)¢ (spacer)

Céramiques phosphocalcigues denses et polies en : APTES (cross linker)

- Hydroxyapatite (HA) Ca,,(PO,)s(OH), \

Ou
- Hydroxyapatite carbonatée (CHA)
Cag 5(P0O,)s 5(CO3)g 5(OH); o(CO3)y 25 Fonctionnalisation

Figure 99 : Représentation schématique de 'immobilisation du facteur de croissance VEGF sur des
céramiques denses et polies en HA ou en CHA.

lll.2.1. Caractérisation de la chimie de surface par imagerie Raman

Avant d’imager les surfaces par spectroscopie Raman, une parfaite connaissance des
spectres individuels est nécessaire afin de clairement identifier les gammes spectrales
d’intérét. Les différentes étapes de fonctionnalisation sont rappelées a la Figure 100. Une
silanisation de surface par 'APTES est I'étape clé. Elle apporte les fonctions de type C-H mais
surtout -NH: indispensables a I'addition sélective du SM(PEG)s. La réaction entre le NHS ester
du SM(PEG)s et les fonctions amines de 'APTES conduit a I'apparition de fonctions amides
(R-C(=0)-NH-R’) et induit une augmentation de la quantité d’éléments de carbone aliphatique
(fonctions de type C-H). La troisieme étape consiste a immobiliser le VEGF thiolé (VEGF-SH)
sur la fonction maléimide du SM(PEG)s. Toutes les étapes de fonctionnalisation ont été

réalisées en milieu anhydre.
Au cours de ce travail, la nomenclature suivante sera utilisée :

- les céramiques en HA et en CHA avant fonctionnalisation seront notées HA et CHA ;
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- les mémes céramiques apres silanisation seront notées HA-T et CHA-T ;

- aprés addition du SM(PEG)es, elles seront notées HA-T-SM(PEG)s et CHA-T-
SM(PEG)s ;

- aprés addition du VEGF, elles seront notées HA-T-SM(PEG)s-VEGF et CHA-T-
SM(PEG)s-VEGF.

1) . < 20 mL Toluéne )
anhydre ¥
—OH 4 Nomdi N SaH — g, + 2 oM
O 1 90°C,Ar,3 h -0~ |
{ 60°C, Ar, 12 h
2) HA APTES ( HA-T ETHANOL
o 15mL
—OH DMSO .
- SN + /‘/<\ | ' ‘ \>\' anhydre A /'L . >‘,ﬁ‘
— C N 6 \r/\/ >// Tamb, 2 h, f’}'/\/\: | nali /,_.-,\/ Y\/ >/~ +
{ HAT Ar . /
SM(PEG) { HA-T-SM(PEG)
3) — : :> 1 mLDMSO _ X >\\
ek M ~ anhydre - 2 .
0., ! N N || 4+ VEGF* —— - o A ) N N
|| ,/Si'/\/\ﬁ)v‘/e\/ Y\/ };/ Tamb, 2h,Ar | | fﬁ'/\/\,i)\,\/\ﬂfs\/ j(\/ >[/

{ HA-T-SM(PEG;) { HA-T-SM(PEG,)-VEGF
* VEGF thiolé avec le réactif de Traut

Figure 100 : Schéma réactionnel général de la fonctionnalisation de la surface d’'une céramique dense
en HA par le VEGF, 1) silanisation, 2) addition du SM(PEG)s et 3) addition du VEGF.

lll.2.1.1. Spectres ponctuels
ll.2.1.1.1. Hydroxyapatite

Les spectres ponctuels acquis aprés chaque étape de fonctionnalisation de la céramique en
HA par le VEGF sont présentés en Figure 101. Les spectres ont été enregistrés de maniére
aléatoire a la surface, ils ne sont pas normalisés, ainsi aucune comparaison directe entre les
intensités intégrées des bandes (bandes d’élongation de la liaison C-H par exemple) ne peut
étre établie. L'indexation des spectres a été principalement effectuée en se basant sur des

tables de vibrations en Infrarouge.

Les quatre spectres de la Figure 101 présentent des bandes communes attribuées aux
groupements phosphates du substrat céramique et situées a 960 cm(v+), 430 cm™(v2), entre
1057 et 1078 cm'(v3) et entre 592 et 608 cm™(v4). La bande observée a 3573 cm™ correspond
au mode d’élongation symétrique (vs) du groupement hydroxyde (OH) de la structure apatite.
Le spectre (B) de la céramique HA-T présente des bandes de faibles intensités
caractéristiques de I'amine primaire (NHz) de 'APTES situées a 3314 et 3389 cm™, elles sont
associées aux élongations asymétrique et symétrique de la liaison N-H. La méme bande est
observée sur le spectre (D) de la céramique HA-T-SM(PEG)s-VEGF et correspond a
I'élongation de la liaison N-H. Cette bande est absente du spectre (C) de la céramique HA-T-
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SM(PEG)s, cela peut étre da au fait que l'acquisition a été effectuée sur une zone ou le

SM(PEG)s n’a pas été majoritairement fixé.

Les trois étapes de fonctionnalisation (spectres: B, C, D) donnant lieu a des bandes
communes caractéristiques de composés organiques. La bande d’élongation de la liaison C- H
est observée autour de 2900 cm™, la déformation angulaire 8(CH) a 1439 cm™ et la bande
caractéristique de la déformation de cisaillement des groupements (Si-CH) a 1460 cm™. La
bande amide Ill du VEGF est observée a 1332 cm™, elle est associée a une élongation de la
liaison C-N couplée a la déformation de la liaison N-H (spectre D). La bande amide | du VEGF
correspondant a I'élongation de la liaison C=0 est observée a 1656 cm™'. Cette position qui
correspond aux feuillets B informe sur la structure secondaire de la protéine [209].

Bien que la signature vibrationnelle du SM(PEG)s ne soit pas mise en évidence lors de
I'acquisition du spectre C (faible intensité de la bande v(C-H) et absence de la bande v(N-H)),
les molécules organiques ajoutées lors des trois étapes de fonctionnalisation ont une partie
de leur réponse vibrationnelle dans une zone de fréquence (2450-3450 cm™) ou il n'existe
aucun mode caractéristique de la céramique en HA (spectre A), ce qui rend la suite de I'étude

beaucoup plus aisée.
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Figure 101 : Spectres ponctuels Raman des céramiques A) HA, B) HA-T, C) HA-T-SM(PEG)s et D)
HA-T- SM(PEG)s-VEGF dans l'intervalle 200-4000 cm-' (532 nm, objectif x100, durée d’acquisition de
10 s).
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Les spectres ponctuels acquis dans l'intervalle 200-4000 cm™ n’ont pas révélé la présence
des acides aminés caractéristiques du VEGF. En effet, la bande d’élongation du groupement
phosphate v+(PQO,) observée a 960 cm™ est si intense que les bandes de faibles intensités des
acides aminés du VEGF ne sont pas visibles. La densité supposée d’APTES immobilisé a la
premiére étape de fonctionnalisation sur une céramique dense en HA est de l'ordre de
8.10"2mol/um? [171], ce qui ne facilite pas la détection des acides aminés du VEGF présent

en faible quantité en surface.

Un spectre enregistré sur la céramique HA-T-SM(PEG)s-VEGF en choisissant une zone ou le
VEGF semblait étre immobilisé a conduit a une saturation du détecteur au niveau de la bande
v1(POs). Le spectre acquis est présenté en Figure 102. La différence par rapport au spectre
de la Figure 101-D est l'apparition de bandes de tres faibles intensités a 852 cm™, qui peut
étre associée a la chaine latérale aromatique de l'acide aminé de la tyrosine (Tyr), et a
1195 cm™ qui peut étre associée a un mélange des acides aminés de la tyrosine et de la
phénylalanine (Phe). Enfin un faible épaulement de la bande caractéristique de la

phénylalanine (Phe) est observé a 1611 cm™.
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Figure 102 : Spectre ponctuel Raman de la céramique HA-T-SM(PEG)s-VEGF dans l'intervalle 100-

3000 cm-' (532 nm, objectif x100, durée d’acquisition de 10 s).
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Afin de s’affranchir des différentes bandes PO4 de la céramique en HA qui sont trés intenses
par rapport aux bandes des molécules organiques ajoutées lors des trois étapes de
fonctionnalisation, d’autres spectres ponctuels ont été acquis dans l'intervalle 1400-3600 cm™ ',
les spectres sont présentés en Figure 103. La normalisation des données a été réalisée sur
lintensité intégrée totale des spectres. En évitant la zone de fréquences de vibration des
modes du groupement phosphate PO., les bandes caractéristiques des liaisons chimiques
présentes dans les différentes molécules organiques (APTES, SM(PEG)s, VEGF) sont plus
intenses par rapport a celles obtenues en Figure 101. Le spectre A (HA-T) présente une bande
de déformation de la liaison N-H de I'amine primaire (NH.) & 1638 cm™'. Les bandes de I'amine
primaire (NH2) entre 3314 et 3389 cm™ associées aux élongations asymétrique et symétrique
de la liaison N-H sont également distinctes sur le spectre A. La réaction entre 'amine primaire
de 'APTES et le NHS ester du spacer SM(PEG)s engendre des fonctions chimiques amides
(R-C(=0)-NH-R’). Les bandes observées respectivement a 1653 et 3326 cm™ sont donc
associées aux élongations des liaisons N-H et C=0. Ces bandes sont également présentes
sur le spectre HA-T-SM(PEG)s-VEGF (C). La réaction entre 'APTES et le SM(PEG)s est donc
mise en évidence. Les spectres Raman des différentes étapes de fonctionnalisation
présentent une bande commune située a 2909 cm™' et qui est associée a I'élongation de la
liaison C-H. Cette bande est plus intense comparée a celle observée sur les spectres de la
Figure 101.
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Figure 103 : Spectres ponctuels Raman : A) HA-T, B) HA-T-SM(PEG)e, C) HA-T-SM(PEG)es-VEGF en
mode confocal dans l'intervalle 1400-3600 cm-' (532 nm, objectif x100, durée d’acquisition de 5 s).

Cette étape de faisabilité a montré que l'on était en mesure, de maniere indirecte, par
'augmentation de l'intensité intégrée (aprés normalisation des données) de la bande v(C-H)
de mettre en évidence la présence successive de I'APTES, puis du SM(PEG)s et enfin du
VEGF. L’acquisition des spectres a été réalisée a des positions aléatoires sur la céramique en
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HA fonctionnalisée, d’'ou une intensité intégrée de la bande v(C-H) qui n’augmente pas au fil
des étapes de fonctionnalisation comme on aurait pu le supposer. Il sera donc nécessaire lors
des étapes d’acquisition d’'images Raman, d’enregistrer les données des spectres successifs

apres chaque étape de fonctionnalisation strictement sur la méme zone.

lll.2.1.1.2. Hydroxyapatite carbonatée

La méme étude a été réalisée sur la céramique de type CHA. Des spectres Raman ponctuels
ont été enregistrés sur des positions aléatoires a la surface de la céramique en CHA
fonctionnalisée par le VEGF. Les spectres ne sont pas normalisés donc les intensités intégrées
de la bande d’élongation de la liaison C-H entre les différentes étapes de fonctionnalisation ne
peuvent pas étre comparées. La Figure 104 présente quatre spectres A, B, C et D qui
correspondent respectivement a la céramique en CHA, I'étape de silanisation (CHA-T),
I'addition du SM(PEG)s (CHA-T-SM(PEG)e) et I'addition du VEGF (CHA-T-SM(PEG)e-VEGF).
Les spectres de la céramique en CHA fonctionnalisée sont similaires a ceux de la céramique
en HA fonctionnalisée (Figure 101). Néanmoins, a 1110 cm™ une bande supplémentaire
caractéristique du mode de vibration v¢ des ions carbonates qui ont substitué une partie des

ions (OH") dans I'hydroxyapatite (substitution de type A) est observée.
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Figure 104 : Spectres ponctuels Raman des céramiques A) CHA, B) CHA-T, C) CHA-T-SM(PEG)s et
D) CHA-T-SM(PEG)s-VEGF dans l'intervalle 200-4000 cm-' (532 nm, objectif x100, durée d’acquisition
de 10 s).

134
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Méme en saturant l'intensité de la bande vi des POg, les bandes attribuées a la tyrosine et au
mélange (phénylalanine-tyrosine) respectivement a 887 et 1161 cm™ sont extrémement faibles
(Figure 105). Comme pour la céramique HA, nous focaliserons donc notre étude sur la

variation d’intensité intégrée de la bande v(C-H) entre 2800 et 3000 cm.
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Figure 105 : Spectre ponctuel Raman CHA-T-SM(PEG)s-VEGF dans l'intervalle 100-3000 cm' (532
nm, objectif x100, durée d’acquisition de 10 s).

La Figure 106 présente les spectres Raman de la céramique en CHA et de ses trois étapes
de fonctionnalisation avec une normalisation sur lintensité intégrée totale des spectres. Les
spectres présentent un moins bon rapport signal/bruit que ceux obtenus pour la céramique en
HA. En effet, 'hydroxyapatite carbonatée présente une luminescence importante entre 1200
et 4000 cm™ a la longueur d’onde de travail (532 nm), une soustraction de la ligne de base a
donc été appliquée a tous les spectres afin de s’affranchir de cette luminescence. Les spectres
Raman montrent les mémes bandes caractéristiques des différentes molécules organiques
observées sur les spectres de la céramique en HA fonctionnalisée par le VEGF (Figure 103).
Cependant le spectre A réalisé apres silanisation (CHA-T) montre une seule bande associée
a I'élongation de la liaison N-H (amine primaire) au lieu de deux. Cette bande est observée a
3314 cm™'. Cela peut étre di au fait que I'acquisition du spectre A (CHA-T) a été réalisée sur
une zone ou trés peu d’APTES a été ajouté. La bande a 1592 cm™ sur le spectre C (HA-T-
SM(PEG)s-VEGF) est attribuée a I'acide aminé de la tyrosine. L’intensité intégrée de la bande

v(C-H) du spectre B (HA-T-SM(PEG)e) est moins élevée que celle observée sur le spectre A
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(CHA-T), la zone d’acquisition du spectre B s’avére étre une zone ou trés peu de SM(PEG)s a
été ajouté. Cependant, une forte augmentation de l'intensité intégrée de la bande v(C-H) est
observée a I'étape de I'addition du VEGF (spectre C). On a donc un apport en éléments

carbone aliphatiques plus important. Cela confirme la présence de la protéine du VEGF.
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Figure 106 : Spectres ponctuels Raman des céramiques A) CHA-T, B) CHA-T-SM(PEG)s et C) CHA-
T-SM(PEG)s-VEGF dans l'intervalle 1400-3600 cm-! (532 nm, objectif x100, durée d’acquisition de
5s).

En résumé, cette étape préliminaire a permis de montrer que les deux céramiques en HA et
en CHA fonctionnalisées par le VEGF ne présentent aucun signal des solvants utilisés (toluéne
et diméthylsulfoxyde (DMSOQ)) lors des différentes étapes de fonctionnalisation. Le toluéne et
le DMSO possédent des signatures Raman observées entre 3100 et 3225 cm™ pour les
élongations des liaisons =C-H (v(=C-H)) du toluéne et a 1050 cm™" pour I'élongation de la
liaison S=0 (v(S=0)) du DMSO. Les excés de solvants sont donc bien éliminés par les

ringages effectués lors des différentes étapes du protocole de fonctionnalisation.

Apres la troisieme étape de fonctionnalisation, la mise en évidence des acides aminés du
VEGF demeure difficile. En effet, la plupart des bandes des acides aminés sont confondues
avec les bandes trés intenses des groupements phosphates, les cycles aromatiques des
acides aminés a chaine latérale aromatique (phénylalanine, tyrosine, tryptophane, histidine)
donnent lieu a des bandes Raman entre 1000 et 1033 cm™'. D’autres bandes caractéristiques
des acides aminés aromatiques peuvent apparaitre a 621 et 644 cm™ [209], [211]. Néanmoins,
les quantités extrémement faibles attendues rendent leur détection en Raman conventionnel

tres difficile.
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Les spectres Raman réalisés aprés chaque étape de fonctionnalisation et pour les deux
céramiques en HA et en CHA présentent une bande commune autour de 2900 cm™' qui est
associée a la vibration d’élongation de la liaison C-H des composés organiques. Cette bande
possede une forte intensité par rapport aux bandes associées a I'élongation de la liaison N-H.
De plus, la bande v(C-H) des atomes de carbone aliphatiques présente une section efficace
Raman élevée ce qui améne a une signature tres claire sur les spectres comme on a pu
I'observer précédemment au laboratoire lors des travaux de post-doctorat de David Siniscalco
en cours de publication. Enfin, cette zone de fréquence des élongations C-H correspond a une
zone de non recouvrement (2700-3100 cm™) sur les spectres des céramiques en HA (Figure
101-A) et en CHA (Figure 104-A). Les spectres ponctuels acquis sur des positions aléatoires
n’ont pas montré de maniere claire une augmentation de l'intensité intégrée de la bande v(C-
H) au fil des étapes de fonctionnalisation, d’ou la nécessité de réaliser des images Raman sur
de grandes surfaces et des zones strictement identiques afin de rendre compte de la présence
successive de 'APTES, du SM(PEG)s et du VEGF.

En conclusion, l'acquisition des images Raman sera effectuée dans lintervalle 1300-
3650 cm'. La reconstruction des images Raman 2D sera réalisée sur l'intensité intégrée de
la bande d’élongation de la liaison C-H commune a tous les spectres réalisés apres les
différentes étapes de fonctionnalisation. Ainsi, les images Raman permettront de comparer

I'évolution de la chimie de surface en fonction des étapes de fonctionnalisation.

lll.2.1.2. Imagerie Raman

L’'imagerie Raman a nécessité la mise en place d’un protocole spécifique afin d'imager
strictement la méme zone a chaque étape de fonctionnalisation. De plus un contr6le rigoureux
des paramétres d’acquisition (temps, puissance) est nécessaire afin de ne pas dégrader les

molécules organiques présentes a la surface des substrats céramiques.

lll.2.1.2.1. Conditions d’acquisition et traitement des données
ll1.2.1.2.1.1. Repérage sur les céramiques

Dans le but de pouvoir repérer une zone de 500 um x 500 um strictement identique apres
chaque étape de fonctionnalisation et sur une pastille céramique de diamétre 10 mm. Il est
nécessaire d’avoir un repére une fois la pastille polie, une de ses extrémités est tranchée afin
d’obtenir un coin suffisamment net au microscope optique lequel sera utilisé comme le point

origine 0 (voir Figure 108).

Avant la premiére étape de fonctionnalisation, il faut s’assurer de I'état de surface des
céramiques utilisées. La Figure 107 présente les images Raman réalisées a la surfaces des

deux céramiques denses et polies en HA et en CHA. Le jeu de données a été normalisé sur
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la bande associée a la vibration de I'élongation de la liaison OH de I'apatite et les images ont
été reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande v(O-H). Ce traitement de données sera
plus détaillé dans le paragraphe suivant. Les images A et C indiquent respectivement une
intensité intégrée de la bande v(O-H) qui varie entre 0,2 et 0,4 pour HA et entre 0,0100 et
0,0150 pour CHA. Au vu de ces deux échelles, les surfaces des deux céramiques semblent
hétérogenes. Cependant, aprés calibration des échelles sur la méme plage de valeurs que
celles utilisées pour les céramiques fonctionnalisées qui seront présentées par la suite, soit 0
a6 et0a25surles échelles en couleur des images B et D, les fluctuations observées sur les
images A et C deviennent invisibles. La surface des céramiques polies apparait alors
totalement homogéne pour une intensité intégrée de la bande v(O-H) variant de 0 a 6 pour HA
et de 0 a 25 pour CHA. Cela contribuera a mettre en évidence de fagcon assez claire la

présence des molécules organiques a la surface des céramiques.

D’'un point de vue pratique, apres la premiére étape de fonctionnalisation (silanisation), la
céramique est placée sous le microscope en définissant le coin de la pastille comme point
origine 0. Les coordonnées X, y sont fixées pour imager une zone d’intérét a la surface de la
céramique (Figure 108). Ces coordonnées x, y seront celles utilisées aprés étape de
fonctionnalisation. La précision du moteur de la table motorisée du microscope couplée au
spectrométre a permis ce repositionnement extrémement précis qui était une étape technique

clé pour le suivi ultérieur de la fonctionnalisation.
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Figure 107 : Images Raman de deux céramiques denses et polies en HA (A, B) et en CHA (C, D),
les images Raman sont reconstruites sur I'intensité intégrée de la bande v(O-H).
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Figure 108 : Schéma illustrant le repérage d’'une zone d’intérét pour le suivi de fonctionnalisation par
imagerie Raman.

lll.2.1.2.1.2. Conditions d’acquisition des images Raman

Deux types d’acquisitions ont été réalisés par imagerie Raman : des images sur une grande
zone de 500 ym x 500 ym que I'on appellera « images larges » et des images sur une zone
dix fois plus petite 50 um x 50 um permettant une résolution spatiale beaucoup plus grande
qui seront notées : « images HR » pour haute résolution.

a) Images Raman

Les images Raman « larges » sont réalisées en mode ligne. Ce dernier est ici utilisé pour
générer rapidement une image chimique bidimensionnelle (2D) sur de grandes zones d’un
méme échantillon. Cela permet également d’avoir un apergu plus global de la surface de
'échantillon, ici une céramique de 10 mm de diamétre. Le faisceau laser ponctuel est
transformé en ligne de maniere a abaisser la densité de puissance du laser. Chaque point de
la surface de I'échantillon est balayé par la totalité de la ligne laser. Ce suréchantillonement
permet méme avec des temps courts et des densités d’énergie faibles d’obtenir un signal de
qualité suffisante a la reconstruction d'image. Ce mode permet dans la majorité des cas
d’éviter la détérioration de I'échantillon sous l'effet de I'échauffement laser. Les données
Raman ont été collectées a une longueur d'onde de 532 nm avec un objectif x20 (ouverture
numérique O.N = 0,4). La lumiére diffusée est dispersée par un réseau holographique de
1200 traits/mm. La puissance sur échantillon est d’environ 40 mW répartie sur une ligne de
surface 80 pm? (soit 0,5 mW/um?). La surface scannée correspond a une zone de taille
500 um x 500 ym avec un pas de 3,2 ym. Le temps d’acquisition par image Raman est de

30 min, le nombre de spectres obtenu est de 24649.

Une étape clé du traitement du jeu de données est le débruitage (noise filter), cela consiste en
une analyse par composantes principales (PCA pour principal component analysis). En effet,
'analyse des données brutes génére des images avec un rapport signal/bruit élevé. L’analyse
en composantes principales est un outil d’'analyse multivariée qui est appliqué a I'ensemble

des données et qui consiste a transformer des variables corrélées en variables décorrélées

139
Nadia EL FELSS | These de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



les unes des autres (composantes principales). Les composantes contenant les informations

Raman réelles sont conservées et celles contenant du bruit sont supprimées.

Etant donné que I'on utilise un objectif x20, d’ouverture numérique égale a 0,4 & une longueur
d’'onde de 532 nm, la résolution axiale théorique (profondeur de champ) calculée est aux
environs de 4,7 um. La réponse Raman contiendra la réponse des molécules de surface mais
il y aura également une forte contribution de la céramique comme illustré sur les spectres de
la Figure 109. La bande d’élongation des modes OH de I'hydroxyapatite située vers 3570 cm-!
est extrémement intense et toujours plus intense que les autres modes (élongation C-H et
N- H). Ce mode sera donc utilisé pour normaliser les données dans le cas des images
« larges ». Aprés normalisation, la reconstruction de I'image 2D est effectuée sur l'intensité
intégrée de la bande située entre 2814 et 3006 cm™ et associée a la vibration d’élongation de
la liaison C-H de la partie organique présente en surface.

La Figure 109 présente un exemple d’'une image Raman correspondant a une céramique en
HA fonctionnalisée par 'APTES. Les contrastes de couleurs sont associés aux variations de
lintensité intégrée de cette bande en allant des couleurs froides aux couleurs chaudes. Les
zones de couleur bleue représentent une intensité intégrée de la bande v(C-H) trés faible
(exemple du spectre bleu), ce qui correspond a une faible teneur en APTES présente en
surface. Les zones de couleur verte correspondent a des zones ou lintensité intégrée de la
bande v(C-H) est moyenne (exemple du spectre vert). Enfin, les zones de couleur rouge sont
associées a une intensité intégrée plus élevée de la bande v(C-H) (exemple du spectre rouge)
comparée a celle des autres zones. Ainsi plus on se dirige vers les zones de couleurs chaudes,
plus l'intensité intégrée de la bande v(C-H) augmente. L'image Raman met donc en évidence
la présence de 'APTES quasiment sur toute la surface scannée mais dans des proportions

différentes.
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Figure 109 : Image Raman de I'étape de silanisation (HA-T) reconstruite sur I'intensité intégrée de la
bande v(C-H) et accompagnée de spectres ponctuels extraits illustrant respectivement les zones de
couleurs bleue, verte et rouge.
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b) Images HR

Des images Raman ont également été réalisées dans une configuration différente en mode
haute résolution confocal. Le laser est dans ce cas en mode point (Aire ~ 0,8 um?), donc la
densité de puissance du laser est beaucoup plus élevée (~ 5 mW/um?) que celle en mode
ligne (~ 0,5 mW/um?). Les données Raman ont été collectées a une longueur d’onde de
532 nm avec un objectif x100 (O.N = 0,85). La lumiére diffusée est dispersée par un réseau
holographique de 1200 traits/mm. La puissance utilisée correspond a une puissance sur
échantillon d’environ 4 mW. La zone scannée correspond a une zone d’intérét repérée sur
I'image Raman « large » (Figure 110-A) avec une taille de 50 x 50 pm? et un pas trés fin de
0,5 um. Le temps d’acquisition par image Raman HR est de 6 h, le nombre de spectres obtenu
est de 10201.

Il est important de noter dans ce cas que la résolution axiale change drastiquement
puisqu’avec un objectif x100 (O.N = 0,85), la résolution axiale est d’environ 1um. Dans ce cas,
on trouve des zones ou la réponse de la céramique en HA (la bande associée a la vibration
de I'élongation de la liaison O-H, v(OH) est minoritaire par rapport a la bande d’intérét associée
a la vibration de I'élongation de la liaison C-H (v(C-H)) (Figure 110-spectre de couleur jaune).
Le logiciel de traitement du jeu de données ne nous permettant de normaliser les données
que sur la bande d’intensité maximale, nous n’avons pas pu garder le méme mode de
normalisation que pour les images en mode ligne. Pour s’affranchir de cela, nous avons choisi
une normalisation sur lintensité intégrée totale des spectres. Aprés normalisation, la
reconstruction de I'image HR est réalisée comme pour les images « larges » sur lintensité
intégrée de la bande située entre 2814 et 3006 cm™ et associée a la vibration d’élongation de
la liaison C-H de la partie organique présente en surface.

L’image HR met également en évidence des contrastes de couleurs qui sont associés aux
variations d’intensité de la bande v(C-H) en allant des couleurs froides aux couleurs chaudes.
Les couleurs froides (bleu et vert) correspondent aux zones ou I'intensité intégrée de la bande
v(C-H) est faible a moyenne avec une réponse de la céramique en HA (v(OH)) tres intense. Il
s’agit de zones ou peu d’APTES est présent. Plus on se dirige vers les couleurs chaudes
(jaune), plus lintensité intégrée de la bande v(C-H) augmente et plus la réponse de la

céramique HA (v(OH)) devient minoritaire (spectre jaune).

L’intérét des images HR réside dans cette réponse minoritaire de la céramique. En effet cela
va permettre d’exacerber la réponse des molécules organiques présentes en surface.
Néanmoins les temps d’acquisition longs et la densité d’énergie élevée n’en font pas notre

choix d’analyse prioritaire.
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Figure 110 : Images Raman de I'étape de silanisation (HA-T) avec A) image Raman « large » et B)
image HR, reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande v(C-H). Les spectres ponctuels sont
extraits de I'image HR et correspondent respectivement aux zones de couleurs bleue, verte et jaune.

111.2.1.2.2. Suivi des étapes de fonctionnalisation par imagerie Raman

1ll.2.1.2.2.1. Apport de I'imagerie Raman a I’'amélioration du protocole de
fonctionnalisation

Le protocole initial utilisé pour 'immobilisation d’'une protéine BMP-2 au laboratoire est illustré
en Figure 111. Le mécanisme réactionnel général ainsi que le protocole expérimental de la
fonctionnalisation de surface de céramiques en hydroxyapatite silicatée par la protéine BMP- 2
sont basés sur les travaux initiés a 'RCER (équipe biocéramiques) par Z. Hjezi et E. Poli [69],
[171]. Les étapes de l'addition du SM(PEG)s et de la protéine ont été réalisées en milieu

aqueux (tampon phosphate salin PBS).
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Figure 111 : Schéma réactionnel général de la fonctionnalisation de surface d’une céramique en SiHA
par la BMP-2, 1) silanisation, 2) addition du SM(PEG)s, et 3) addition de la BMP-2.

Initialement, la fonctionnalisation de la surface des céramiques phosphocalciques en HA et en
CHA par le VEGF dans ces travaux de thése (Figure 100) a été effectuée avec le méme
protocole énoncé ci-dessus. Mais deux modifications majeures ont été apportées a la lumiére

des études en imagerie Raman.

L’addition du SM(PEG)s a été faite dans du diméthylsulfoxyde anhydre (DMSO) et non du PBS
afin de s’affranchir des conditions de pH. Le temps de réaction concernant I'addition du
SM(PEG)s était fixé a 24 h, ce qui représente un temps assez long comparé aux temps de
réactions trouvés en bibliographie. En effet, les travaux de Durrieu et al. proposent une
fonctionnalisation de surface aprés silanisation avec un spacer SMP (maléimido propinate),
qui dispose également d’un groupement maléimide, en 2h [166], [164].

Afin d’évaluer I'impact du temps de réaction utilisé dans le protocole expérimental illustré en
Figure 111, des images Raman ont été réalisées sur des céramiques HA-T-SM(PEG)s avec
deux temps de synthéses différents : 24 h et 2 h. La Figure 112 regroupe les images Raman
de ces deux céramiques en HA fonctionnalisées par 'APTES (images A et C) puis
fonctionnalisées par le SM(PEG)s dans du DMSO pendant 24 h et 2 h (images B et D). Pour
pouvoir comparer les images entre elles, celles-ci sont calibrées en intensité comme le montre
I'échelle de couleur de la Figure 112. Les images A et C qui correspondent toutes les deux a
deux céramiques HA silanisées (HA-T) différentes sont similaires avec des zones de couleur
trés sombre témoignant d’'une faible teneur en APTES et des zones de couleur verte mettant
en évidence la présence de I'APTES a la surface des céramiques. Il est a noter que la
silanisation n’est pas homogéne a cette échelle. Une comparaison des images deux a deux,
c'est-a-dire A avec B et C avec D permet de constater, dans un premier temps, que le
repositionnement de I'échantillon est parfait puisque la “morphologie“ de I'échantillon A est

retrouvée sur I'échantillon B et celle de I'échantillon C sur I'échantillon D. Dans chaque cas
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apres addition du SM(PEG)s, l'intensité intégrée de la bande v(C-H) augmente comme le
traduit le contraste de couleur rouge qui apparait sur les images. On remarque également que
le SM(PEG)s ne comble pas les zones sombres mais se positionne sur les zones vertes des
surfaces silanisées ce qui va dans le sens d’'une réaction préférentielle entre la fonction -NH-
de 'APTES et la fonction NHS ester du SM(PEG)s. Finalement la comparaison des images B
et D met en avant qu’un temps de réaction de 2 h entre 'APTES et le SM(PEG)s semble
largement suffisant, ce temps de réaction a donc été alors retenu.
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Figure 112 : Images Raman de deux céramiques en HA fonctionnalisées a I'APTES (A, C) puis
fonctionnalisées par le SM(PEG)s pour un temps de synthése de 24 h (B) et 2 h (D), les images
Raman sont reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande v(C-H).

La derniére étape du protocole de fonctionnalisation consiste a immobiliser le VEGF a la
surface de la céramique préalablement fonctionnalisée par 'APTES puis le SM(PEG)s.
Classiquement, cette immobilisation de protéine se fait dans un milieu PBS 10X. Le PBS 10X
est une solution tampon phosphate saline et composée d’'un mélange de réactifs en
concentrations différentes (NaCl, KCI, Na2HPO4, KH2PO.) et 10 fois plus concentrée que le
PBS 1X. Il s’agit d’'une solution couramment utilisée en biochimie, le chlorure de sodium est
utilisé pour la salinité et les phosphates pour tamponner la solution. Afin de voir l'influence du
milieu sur 'immobilisation de la protéine, I'’échantillon HA-T-SM(PEG)s (2 h) a été immergé 2 h
dans du PBS 10X sous argon et sans protéine. Le résultat est présenté en Figure 113. L’'image
Raman de la surface de I'échantillon HA-T-SM(PEG)s-PBS(10X) (image B) est noire ce qui
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traduit 'absence de molécules organiques (APTES et SM(PEG)s), alors que 'image Raman
de la surface de I'échantillon HA-T-SM(PEG)s avant immersion (image A) montre clairement
leur présence. Le spectre Raman extrait de I'image B de I'échantillon HA-T-SM(PEG)e-
PBS(10X) (spectre B) montre que seule la vibration de la bande associée a I'élongation de la
liaison O-H de la céramique en HA est détectée en surface. Aucune vibration de la bande
associée a I'élongation de la liaison C-H n’est détectée a la surface de I'’échantillon aprés
immersion dans du PBS 10X comparée a la surface de I'échantillon HA-T-SM(PEG)e (spectre
A). La surface de la céramique a donc totalement été lavée en présence du PBS 10X.

Intensité Raman
normalisée (u.a)

1400 1700 2000 2300 2600 2900 3200 3500
Nombre d'onde (cm?)

Figure 113 : Images Raman (A) d’'une céramique fonctionnalisée avec de 'APTES puis du SM(PEG)s
HA-T-SM(PEG)s(2h), puis (B) immergée 2h dans du PBS 10X, I'échantillon est noté HA-T-
SM(PEG)s(2h)-PBS10X(2h). Les images Raman A et B sont reconstruites sur l'intensité intégrée de la
bande v(C-H) et accompagnées de leurs spectres extraits A et B.

L’influence d’un milieu comme le PBS a été étudiée par plusieurs auteurs. Il a été mis en
évidence une précipitation sous forme globulaire d’agrégats contenant des ions calcium et
phosphate aprés immersion d’'un ciment de silicate de calcium une journée dans du PBS
1X [248]. Han et al. ont évalué des matériaux endodontiques sur leur capacité a libérer des
ions calcium Ca?* et a produire des précipités de type apatite aprés immersion pendant
14 jours dans une solution saline PBS 1X. Le rapport Ca/P était plus élevé dans les précipités

formés par rapport aux autres matériaux qui n’ont pas été immergés dans le PBS [249]. Les

145
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



mémes observations ont été effectuées par Ni et al. sur de la nacre, matériau composite
naturel composé principalement de carbonate de calcium, sous forme de cristaux d’aragonite,
et de matiéres organiques. La surface de la nacre a été transformée en hydroxyapatite aprés
immersion dans du PBS [250]. Le PBS semble donc déclencher un phénoméne de dissolution-
précipitation a la surface de la céramique en HA ce qui explique I'aspect de 'image Raman
(B) obtenue a la Figure 113. Il y a donc élimination du recouvrement de 'APTES et du
SM(PEG)s présents au préalable en surface.

Afin de voir si la concentration du PBS avait une influence sur le phénoméne de dissolution-
précipitation observé a la surface de la céramique en HA, nous avons effectué un essai avec
du PBS 1X qui est dix fois moins concentré que le PBS 10X. Une céramique HA-T-SM(PEG)s
a eté immergée 2 h dans une solution de PBS 1X puis rincée a I'eau afin d’éliminer les cristaux
de sels formés en surface. L'image Raman obtenue avait le méme aspect que celle présentée
en Figure 113-B. La surface a donc éte totalement lavée suite aux phénoménes de dissolution-
précipitation qui a lieu en surface de la céramique. La solution du PBS s’avere alors étre un

milieu inadéquat pour ce type de fonctionnalisation sur ce type de matériaux.

Certains auteurs ont utilisé des solutions anhydres comme le diméthylsulfoxyde (DMSQO) [251]
ou le N, N-diméthylformamide [164] pour 'immobilisation des protéines. Notre choix s’est porté

alors sur le DMSO pour 'immobilisation de la protéine du VEGF.

Les caractérisations de surface par imagerie Raman ont permis de modifier le protocole de
fonctionnalisation notamment I'étape de I'addition du SM(PEG)s ou un temps de synthése de
2 h s’avére étre suffisant par rapport au temps de 24 h utilisé dans I'ancien protocole. La
troisieme étape de fonctionnalisation (immobilisation de la protéine) a été également
améliorée, 'imagerie Raman ayant mis en évidence des problémes de précipitation-dissolution
liés a l'utilisation du PBS comme solvant. Cela justifie le choix du milieu anhydre pour la
fonctionnalisation de la surface de la céramique en HA par le VEGF. Le protocole expérimental
final adopté lors de ces travaux de thése est donc celui présenté en Figure 100.

1l1.2.1.2.2.2. Images Raman des céramiques en hydroxyapatite

La fonctionnalisation de la surface de la céramique en HA par le VEGF dépend de la
silanisation, étape clé pour 'immobilisation du VEGF, car elle permet d’avoir des fonctions
amines (-NH2) en surface qui fixeront le SM(PEG)s lors de la deuxieme étape de
fonctionnalisation. Ce dernier permettra a son tour d'immobiliser le VEGF aprés réaction avec
sa fonction maleimide. La Figure 114 présente trois céramiques en HA différentes
fonctionnalisées par de TAPTES (HA-T). L'image A correspond a une silanisation réalisée avec

une seule pastille en HA dans le ballon, I'image B correspond a une pastille fonctionnalisée
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par TAPTES en présence de deux autres pastilles dans le ballon et 'image C correspond a
une silanisation sur une seule pastille en HA mais avec des réactifs neufs. L'image B est

représentative des résultats obtenus dans cette configuration expérimentale.

Les images A et B qui sont calibrées a la méme intensité (échelle en couleur Figure 114)
présentent des “morphologies” différentes. La synthése effectuée sur une seule céramique
dans le ballon 4 cols indique une silanisation plus homogéne (image A) par rapport a celle
réalisée sur trois céramiques a la fois. Cette inhomogénéité observée sur 'image B peut étre
expliquée par des effets de bord dus au positionnement des trois céramiques dans le ballon 4
cols a fond rond. La surface de la céramique n’est probablement pas en contact de maniére
homogéne avec les réactifs ce qui ne permet pas d’obtenir une fixation homogéne de ’APTES.
Le choix de mettre trois céramiques constituait un gain de temps étant donné que la
silanisation dure 2 jours. A la vue de cette inhomogénéite, la silanisation a été effectuée sur
une seule céramique (image C) afin de retrouver la méme “morphologie“ que celle observée
sur 'image A. Cependant, I'image C indique une intensité intégrée de la bande v(C-H) qui est
deux fois moins élevée que celles observées sur les images A et B (échelle d’intensité 0-6
contre 0-14). Les zones de couleur verte et rouge traduisent bien la présence de 'APTES en
surface mais en faible teneur. La forte intensité intégrée de la bande v(C-H) ainsi que I'aspect
de la silanisation a la surface des céramiques correspondant aux images A et B n'ont pas été
reproduits avec I'utilisation de réactifs neufs. A contrario, 'aspect de la silanisation indiqué a
limage C a été reproduit plusieurs fois. C’est donc ce type de « morphologie » qui est
considérée par la suite comme <« morphologie » reproductible et de référence pour la
fonctionnalisation par le SM(PEG)s et le VEGF.

Deux points sont donc a retenir suite a ces constatations. Premierement, la silanisation doit
étre effectuée pastille par pastille avec le dispositif expérimental utilisé. Deuxiemement, il est
important d’utiliser des réactifs neufs afin de limiter le vieilissement de 'APTES et sa

polymeérisation in situ.

La forte teneur en APTES (image A) est trés certainement due a une polymérisation
(homocondensation) in situ du réactif, lequel vient ensuite se condenser a la surface de la

ceramique.
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Figure 114 : Images Raman de la surface de trois céramiques en HA différentes, fonctionnalisées par
'APTES. La silanisation a été effectuée sur A) une pastille, B) trois pastilles et C) une pastille (réactifs
neufs). Les images Raman sont reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande v(C-H).

Le suivi de la fonctionnalisation de la céramique en HA par la protéine du VEGF a été effectué
en réalisant des images Raman d’'une méme zone scannée en mode ligne apres chaque étape
de fonctionnalisation. La Figure 115 regroupe les images Raman des trois étapes de
fonctionnalisation : (A) HA-T, (B) HA-T-SM(PEG)s et (C) HA-T-PEG-VEGF. Afin de pouvoir
mettre en évidence I'évolution de la fonctionnalisation au fil des étapes et comparer une a une
les images, celles-ci sont calibrées en intensité comme le montre I'échelle de couleur de la
Figure 115.

L’'image A correspondant a la céramique HA silanisée présente des zones de couleur bleue
qui témoignent d’'une faible quantité en APTES et des zones de couleurs verte et rouge qui
correspondent respectivement a une teneur moyenne et élevée en APTES. L’'image Raman
indique la présence d’APTES quasiment sur la totalité de la surface scannée avec quelques
agglomérats. Apres addition du SM(PEG)s (image B), les zones de couleur rouge, repérées
précédemment sur I'image A, deviennent plus intenses traduisant ainsi une augmentation de
l'intensité intégrée de la bande v(C-H). Le SM(PEG)s s’est fixé sur les zones de forte teneur
en APTES. Quant aux zones de couleur verte et bleue, elles n’ont pas, ou peu, évolué en
intensité aprés I'addition du SM(PEG)s. L'intensité intégrée de la bande v(C-H) n’a pas
augmenté. En comparant les images A et B, on peut conclure dans un premier temps sur une
fixation préférentielle du SM(PEG)s sur les zones de forte teneur en APTES. L'image Raman
associée a 'immobilisation du VEGF (image C) indique une intensité encore plus élevée des
zones de couleur rouge ou le SM(PEG)s et TAPTES ont été majoritairement fixés (images B
et A). Cela confirme alors 'augmentation de l'intensité intégrée de la bande associée a la
vibration de la liaison C-H suite a I'immobilisation du VEGF sur le SM(PEG)s. Les contrastes
de couleurs vert et bleu demeurent stables méme aprées addition du VEGF. Cette évolution
d’intensité observée sur 'image C améne a conclure a une réaction privilégiée entre le
groupement thiol du VEGF et le maléimide du SM(PEG)s comme escompté et a la quasi
absence d’adsorption du VEGF sur les zones sans SM(PEG)s.
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Ces résultats ont mis en évidence une évolution des images Raman en fonction des étapes
de fonctionnalisation grace au repositionnement de I'échantillon qui est identique a chaque
étape. En effet, d’'une étape a une autre, les zones représentant une forte intensité de la bande
v(CH) deviennent de plus en plus intenses. Il semble donc bien que la fonctionnalisation soit
sélective : le VEGF est immobilisé sur le SM(PEG)s et ce dernier fixé sur TAPTES puisque ce
sont bien les zones ou 'APTES était majoritairement présent qui ont permis I'addition du
SM(PEG)s puis l'immobilisation du VEGF. Les images Raman ont ainsi confirmé la

fonctionnalisation effective de la surface de la céramique en HA par le VEGF.
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Figure 115 : Images Raman des trois étapes de fonctionnalisation de la surface de la céramique en
HA par le VEGF avec A) HA-T, B) HA-T-SM(PEG)s et C) HA-T-SM(PEG)s-VEGF. Les images Raman
sont reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande v(C-H).

111.2.1.2.2.3. Images Raman des céramiques en hydroxyapatite carbonatée

Le méme protocole d’immobilisation du VEGF a été appliqué pour la céramique en
hydroxyapatite carbonatée (CHA). Le but ici est d’évaluer I'influence d’une céramique autre

que I'hydroxyapatite (HA) sur la fonctionnalisation par le VEGF.

Les images Raman ont été réalisées dans les mémes conditions d’acquisition et de traitement
que celles effectuées a la surface de la céramique en HA en scannant toujours la méme zone

a chaque étape de fonctionnalisation.

Avant d’aborder le suivi de fonctionnalisation par le VEGF de la céramique en CHA, il est
important d’évaluer l'influence de la composition chimique de la céramique sur la silanisation
puisqu’il s’agit de I'étape primordiale a I'immobilisation ultérieure du VEGF. La Figure 116
présente deux images Raman de la surface de deux céramiques HA (image A) et CHA (image
B) fonctionnalisées par TAPTES. Les contrastes de couleur allant du bleu au rouge témoignent
d’'une augmentation de l'intensité intégrée de la bande v(C-H) : les zones rouges sont toujours
associées a une forte intensité intégrée de la bande v(C-H) et les zones sombres a la présence
d’une faible teneur en APTES. La distribution de TAPTES semble étre plus homogéne a la
surface de la céramique en HA, contrairement a la céramique en CHA, ou sa répartition semble
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inhomogeéne. En effet, TAPTES recouvre partiellement la surface de la céramique en CHA et
forme des amas trés intenses. L’intensité intégrée de la bande v(C-H) est quatre fois plus
élevée que celle obtenue a la surface de la céramique en HA comme le montre les échelles
de couleur de la Figure 116. Cette forte intensité intégrée de la bande v(C-H) sur les amas
indique la présence d’une quantité plus élevée d’APTES par rapport a celle présente a la
surface de la céramique en HA. La répartition de TAPTES sous forme d’amas a la surface de
la céramique en CHA pourrait étre expliquée par une compétition entre 'immobilisation de
'APTES par liaison covalente et sa réaction de polycondensation, réaction normalement trés
limitée en milieu anhydre. Cette hypothése sera abordée plus en détail dans la discussion
générale des résultats concernant le suivi de I'évolution de la fonctionnalisation des

céramiques phosphocalciques.
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Figure 116 : Images Raman de la surface des céramiques en HA et en CHA fonctionnalisées par
I'APTES avec A) HA-T et B) CHA-T. Les images sont reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande
v(C-H).

La Figure 117 regroupe les trois étapes de fonctionnalisation de la surface de la céramique en
CHA : CHA-T (image A), CHA-T-SM(PEG)s (image B) et CHA-T-SM(PEG)s-VEGF (image C).
Les images Raman sont calibrées en intensité (échelle de couleur) afin de pouvoir les

comparer entre elles et ainsi suivre I'évolution de la fonctionnalisation au fil des étapes.

Comme expliqué précédemment, 'image A (CHA-T) présente des zones de couleur bleue
indiquant une faible quantité d’APTES présente en surface et des amas de couleur rouge
témoignant d’'une forte présence de 'APTES a la surface de la céramique. A l'addition du
SM(PEG)s, l'intensité intégrée de la bande v(C-H) augmente avec les amas de couleur rouge
qui deviennent plus intenses ce qui traduit le positionnement du SM(PEG)s sur TAPTES. Puis
apres addition du VEGF, l'intensité intégrée de la bande v(C-H) augmente encore plus comme
l'indique le contraste de couleur rouge sur 'image C. Le VEGF s’est donc fixé sur le SM(PEG)e.
Enfin, les contrastes de couleur bleue et verte traduisant des zones d’une faible teneur en
APTES n’évoluent pas a I'addition du SM(PEG)s et du VEGF. L’évolution des images Raman,
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comme le montre la Figure 117, met en évidence une fonctionnalisation qui semble étre
préférentielle a la surface de la céramique en CHA. En effet, la protéine du VEGF s’est
immobilisée sur le SM(PEG)e qui s’est fixé a son tour sur les zones ou 'APTES était présent
en forte teneur. Ces résultats confirment alors la fonctionnalisation de la surface de la

céramique en CHA par le VEGF.

vy

Figure 117 : Images Raman des trois étapes de fonctionnalisation de la surface de la céramique en
CHA par le VEGF avec A) CHA-T, B) CHA-T-SM(PEG)s et C) CHA-T-SM(PEG)s-VEGF. Les images
sont reconstruites sur l'intensité intégrée de la bande v(C-H).

111.2.1.2.2.4. Discussion

Les images Raman de la surface des deux céramiques en HA et en CHA fonctionnalisées par
le VEGF et présentées sur les Figure 115, Figure 117 ont mis en évidence une évolution du
contraste de couleur rouge qui traduit une augmentation de lintensité intégrée de la bande
v(C-H). D’une maniére semi-quantitative et afin de traduire cette évolution de contraste de
couleur, les intensités intégrées maximales de la bande v(CH) obtenues sur les images Raman
ont été tracées en fonction de chaque étape de fonctionnalisation (Figure 118). En comparant,
dans un premier temps, I'évolution des intensités intégrées maximales de la bande v(CH)
entre HA-T et CHA-T, on retrouve la tendance observée sur la Figure 116, a savoir la
fonctionnalisation par TAPTES est beaucoup plus importante dans le cas de la céramique en
CHA. En effet, I'intensité intégrée maximale de la bande v(CH) est de 23,7 a la surface de la
céramique en CHA, ce qui est quatre fois plus élevée que celle obtenue a la surface de la
céramique en HA (4,54). La silanisation des deux céramiques est différente.

Les intensités intégrées maximales de la bande v(CH) a la surface de la CHA continuent a
augmenter de maniére significative apres I'addition du SM(PEG)s et du VEGF et sont
respectivement de 26,1 et 28,6. Cela confirme I'évolution du contraste de couleur des amas
observés sur la Figure 117 attribuée a 'augmentation de la teneur en molécules organiques

présentes a la surface de la céramique CHA.
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L’évolution de l'intensité des agglomérats observés a la surface de la céramique en HA (Figure
115) traduit une augmentation de l'intensité intégrée maximale de la bande v(CH) beaucoup
moins importante par rapport a celle observée pour la CHA. Les intensités intégrées
maximales de la bande v(CH) aprés I'addition de 'APTES, du SM(PEG)s et du VEGF sont
respectivement de 4,54; 4,91 et 5,12. La quantité de VEGF immobilisée est directement liée a
la quantité de silane. Dans le cas de la céramique en HA, la quantité de silane est plus faible
que pour la céramique en CHA. La quantité de SM(PEG)s est donc logiquement relativement
faible et celle de VEGF également.
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Figure 118 : Histogramme représentant I'évolution de I'intensité intégrée maximale de la bande v(CH)
a la surface des céramiques en HA et en CHA en fonction des différentes étapes de
fonctionnalisation.

L’augmentation de l'intensité intégrée de la bande v(C-H) sur les céramiques en HA (Figure
118) semble réelle mais moins importante. Afin d’exacerber le signal des différentes molécules
organiques présentes en surface, les images HR réalisées aprés chaque étape de
fonctionnalisation ont été utilisées afin d’observer plus finement I'évolution de lintensité
intégrée de la bande v(C-H). L'intérét des images HR réside dans la réponse trés faible de la
céramique (résolution axiale d’environ 1 uym) qui permet de mieux se rendre compte de la
teneur en molécules organiques avec I'augmentation de lintensité intégrée de la bande
v(C- H). La normalisation du jeu de données a été réalisée sur l'intensité intégrée totale des
spectres. La Figure 119 présente I'évolution de l'intensité intégrée maximale de la bande v(CH)

a la surface de la céramique en HA en fonction des différentes étapes de fonctionnalisation.
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L’intensité intégrée de la bande v(C-H) augmente au fil des étapes de fonctionnalisation et
varie entre 0,42 et 0,81. L’augmentation de l'intensité intégrée de la bande v(C-H) a I'étape de
I'addition du SM(PEG)s traduit la fixation de ce dernier sur TAPTES. L’intensité intégrée de la
bande v(C-H) continue a augmenter a la derniere étape de fonctionnalisation indiquant
l'immobilisation du VEGF sur le SM(PEG)s. De maniére générale, 'augmentation de l'intensité
intégrée de la bande v(C-H) confirme alors la succession des différentes étapes de
fonctionnalisation et donc I'immobilisation du VEGF en surface.

Ces résultats confirment le suivi de fonctionnalisation observé sur les images Raman et donc

l'immobilisation du VEGF a la surface des deux céramiques.
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Figure 119 : Histogramme représentant I'évolution de I'intensité intégrée maximale de la bande v(CH)
extraite de I'image HR de la surface de la céramique en HA en fonction des différentes étapes de
fonctionnalisation.
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lll.2.2. Caractérisation des céramiques fonctionnalisées par spectroscopie de
photoélectrons X

Des mesures par spectroscopie de photoélectrons X (XPS pour X-Ray photoelectron
spectrometry) ont été effectuées sur les céramiques en HA et en CHA fonctionnalisées par le
VEGF (Figure 100). La chimie de surface apres chaque étape de fonctionnalisation a été
analysée en réalisant des spectres larges, puis une étude de décomposition (acquisition haute
résolution) des éléments chimiques détectés a la surface des céramiques. Les pics
caractéristiques des éléments calcium (Ca 2s, Ca 2p, Ca 3s et Ca 3p), phosphore (P 2s, P 2p),
oxygeéene (O 1s) et carbone (C 1s) détectés a la surface des céramiques en HA et en CHA non
fonctionnalisées ont fait 'objet d’'une étude de décomposition présentée dans le chapitre Il.
Les mesures par XPS ont été réalisées sur des positions aléatoires a la surface des
céramiques lors des différentes étapes de fonctionnalisation.

La Figure 120 représente les spectres larges des céramiques en HA et en CHA
fonctionnalisées par le VEGF (étape 3: addition du VEGF). Ces deux spectres sont
représentatifs de tous les spectres larges obtenus aprés les différentes étapes de

fonctionnalisation (voir annexe 3 et 4).

Les pics caractéristiques des éléments oxygene et carbone sont détectés, respectivement, sur
les deux céramiques autour de 532 et 284 eV. Les deux pics autour de 555 eV sont attribués
aux plasmons de I'atome d’oxygene. L’intensité des pics de I'élément calcium est tres faible a
la surface de la céramique HA-T-SM(PEG)s-VEGF (spectre A-Figure 120). En effet, les pics
Ca 2s, Ca 2p et Ca3p situés respectivement a 434, 347 et 235 eV sont peu intenses comparé
aux spectres larges des céramiques non fonctionnalisées présentés au chapitre Il. Dans le
cas de la céramique CHA-T-SM(PEG)s-VEGF (spectre B-Figure 120), seul le pic Ca 3p est
suffisamment intense pour pouvoir étre observé a 228 eV. La méme observation est faite sur
les spectres des céramiques CHA-T et CHA-T-SM(PEG)s présentés en annexe 4. Quant a
I'élément phosphore, sa contribution est absente des spectres larges quelle que soit I'étape
de fonctionnalisation et la céramique considérée. La profondeur de la mesure par XPS est
d’environ 5 nm, dés I'étape de la silanisation, la réponse de la céramique est donc minoritaire.
De plus, sachant que la surface d’analyse est de 300 um x 700 um, la surface des céramiques
doit donc étre quasiment recouverte de molécules organiques dées I'étape de la silanisation.
L’absence des pics Ca 2p et Ca 2s sur le spectre large de la surface de la céramique CHA-T-
SM(PEG)s-VEGF semble traduire la présence d’'une quantité plus importante en molécules
organiques comparé a la céramique HA-T-SM(PEG)s-VEGF-.

Le pic trés intense observé a 400 eV est attribué a I'élément azote (N 1s). En fonction du

spectre considéré, il est di aux fonctions amines et/ou amides présentes dans les trois

154
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



molécules organiques : APTES, SM(PEG)s et le VEGF (voir formule sur la Figure 111). Les
pics du silicium, Si 2s et Si 2p, sont respectivement observés a 153 et 102 eV. La présence
du silicium a la surface d’une hydroxyapatite stoechiométrique (HA) et une hydroxyapatite
carbonatée (CHA) fonctionnalisées est uniquement liée a la présence d’APTES, silane utilisé
pour la premiére étape de fonctionnalisation.
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Figure 120 : Spectres XPS larges des céramiques fonctionnalisées A) HA-T-SM(PEG)es-VEGF et B)
CHA-T-SM(PEG)s-VEGF.

Le Tableau 16 présente les pourcentages atomiques des éléments chimiques présents a la
surface des céramiques en HA et en CHA avant et aprés chaque étape de fonctionnalisation
par le VEGF. Les pourcentages atomiques relatifs (la somme des pourcentages des éléments
chimiques est égale a 100 %) sont calculés a partir des acquisitions HR des spectres. Ces
derniers seront détaillés par la suite.
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Les spectres HR permettent de mettre en évidence des contributions qui n’étaient pas
détectables sur les spectres larges. Cela est di aux conditions d’acquisition qui ne sont pas

les mémes.

Le Tableau 16 montre que les contributions en calcium (Ca), en phosphore (P) et en oxygéne
(O) diminuent de fagon significative dés I'étape de silanisation. Plus précisément, I'élément
calcium est trés peu quantifiable et le phosphore quasiment absent (pourcentages atomiques
inférieurs a 1 %). Cela confirme que I'APTES, forme une couche relativement épaisse
(profondeur analyse XPS ~ 5 nm) qui couvre la surface des deux céramiques. Si la contribution
de 'oxygéne chute aprés la silanisation, son pourcentage demeure stable au fil des étapes.
L’APTES doit théoriquement se fixer sur les sites P-OH présents a la surface de la céramique
[69], [252], donc plus la quantité ’APTES en surface est importante plus le nombre de sites
P-OH et OH (hydroxyde) écrantés augmente. Cela signifie que I'oxygéne détecté aprés
chaque étape de fonctionnalisation est propre aux molécules organiques présentes a la

surface des céramiques fonctionnalisées.

L’ajout de molécules organiques entraine une augmentation de la contribution en carbone.
Méme si le carbone détecté est pour partie di aux atomes de carbone résiduel (pollution) et
aux groupements carbonates dans le cas de la CHA, 'augmentation nette de sa contribution
deés I'étape de la silanisation traduit la présence des molécules organiques. Taillac et al. ont
observé une diminution du pourcentage atomique en oxygene de 46,5 a 32,8 apres
fonctionnalisation de la cellulose par de 'APTES accompagnée d’une augmentation en
carbone de 53,5 a 63,3 [253]. Aprés la silanisation, 'augmentation de la contribution du
carbone dans le cas de la céramique en CHA (72,6 % at) est plus importante que pour celle
en HA (52,3 % at). Cela est peut-étre di a la présence des groupements carbonates (environ
2 % at) qui sont propres a la céramique en CHA, mais les contributions tres faibles du calcium
et du phosphore laissent penser que la céramique est totalement recouverte ’APTES. Cette
augmentation pourrait se justifier soit par une contamination de surface (carbone de pollution)
plus élevée, soit par la présence d’une grande quantité d’APTES (amas plus importants de

molécules organiques) comparé a la céramique en HA.

Le pourcentage atomique en silicium est lié a la présence de 'APTES, alors que celui de
l'azote est di a la présence de 'APTES, du SM(PEG)s et du VEGF a la surface des deux
céramiques. Le rapport Si/N augmente au fil des étapes de fonctionnalisation, alors qu’on
pouvait penser qu’il diminuerait. Cela signifie que le silane est toujours accessible. La forte
contribution du silicium aprés les étapes 2 et 3 de fonctionnalisation indique que le SM(PEG)s
et le VEGF ne se positionnent pas sur la totalité de la surface recouverte par 'TAPTES mais se

fixent plutét sur certaines zones comme cela a été montré par imagerie Raman.
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% atomique Ca P (0] C Si N Si/N

HA 182 11,9 54.1 15,8 -
CHA 17.8 75 55.3 19,4
HA-T 0.4 - 26,8 52.3 121 8.5 1,42
HA-T-SM(PEG)s 0.5 i 25,9 52,7 13,3 75 1,77
HA-T-SM(PEG)s-
el 0.7 0.2 25 56,1 116 6.4 1,81
CHA-T 0.1 i 15.2 72.6 6.9 49 1,40
CHA-T-SM(PEG)s - - 22.9 59,2 105 75 1,40
CHA-T-SM(PEG)s- 0.1 0.2 248 56,1 12,3 6.4 1.92

VEGF

Tableau 16 : Pourcentages atomiques des différents éléments chimiques détectés a la surface des
céramiques en HA et en CHA avant et apreés chaque étape de fonctionnalisation.

Les spectres haute résolution de la surface des céramiques en HA et en CHA aprés chacune
des trois étapes de fonctionnalisation par le VEGF sont présentés sur les Figure 121
(décomposition du pic O 1s), Figure 122 (décomposition du pic C 1s), Figure 123
(décomposition du pic Si 2p) et Figure 124 (décomposition du pic N 1s). Les différents
éléments chimiques associés a leurs énergies de liaisons (eV) respectives sont récapitulés
dans le Tableau 17. Les énergies des liaisons des différents éléments chimiques détectés a
la surface des céramiques en HA et en CHA non fonctionnalisées sont présentées au chapitre
Il, paragraphe 11.2.2.8.

La décomposition du pic O 1s (Figure 121) indique les mémes contributions apres les trois
étapes de fonctionnalisation des céramiques en HA et en CHA. Les contributions observées
autour de 532 eV sont associées aux liaisons de type Si-O, O=C-N et C=0 des différentes
molécules présentes en surface (Tableau 17). La liaison Si-O est propre a 'APTES utilisé
comme cross linker lors de I'étape de la silanisation [254], les contributions dues aux fonctions
amides (O=C-N) sont liées a I'addition du SM(PEG)s et du VEGF et le groupe carboxyle (C=0)
au VEGF [254], [255]. Les pics observés autour de 531 eV correspondent majoritairement a
l'oxygéne lié au carbone de pollution. Enfin, les contributions situées autour de 533 eV sont

associées aux molécules d’eau adsorbées en surface [256].

La décomposition du pic C 1s (Figure 122) indique des contributions communes (énergies de
liaison difféerentes) aux trois étapes de fonctionnalisation. La principale contribution autour de
284,7 eV est attribuée au carbone des liaisons C-C [164], [256]. La contribution enregistrée
autour de 288 eV est classiquement attribuée soit a la pollution, soit a la liaison C=0/N-C=0
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(et a la pollution) aprés ajout des molécules organiques [257], [254]. La contribution autour de
285,6 eV concerne les liaisons C-N [254], [164], [256]. La contribution autour de 286,5 eV qui
est présente dans toutes les étapes de fonctionnalisation sauf pour le substrat HA-T et HA-T-
SM(PEG)s peut étre associée au type de liaisons C-O [254], [257]. L’étape d’addition du VEGF
indique la présence de deux nouvelles contributions (288,9/289,0 eV et 286,0/285,9 eV). La
contribution a 288,9 eV pour HA-T-SM(PEG)s-VEGF et a 289,0 eV pour CHA-T-SM(PEG)s-
VEGF est associée aux liaisons C=0/N-C=0 [254], [164]. Quant aux contributions
enregistrées a 286,0 eV et 285,9 eV, elles peuvent étre associées a la liaison C-N. Les
différences de contributions observées sur les céramiques en HA et en CHA peuvent alors
étre associées a un carbone de pollution et a la présence des molécules organiques. Ces
contributions demeurent donc difficiles a interpréter mais leurs évolutions témoignent

néanmoins d’une évolution de la chimie de surface.

La décomposition du pic Si 2p (Figure 123) indique la présence du silicium en surface. Celui-
ci est uniquement di au cross linker APTES qui a été additionné lors de I'étape de silanisation.
La décomposition du pic Si 2p indique une forte contribution a 102,5 eV. Cette derniéere est
principalement attribuée au groupe SiOsC (Si-O-C) de 'APTES [164] et la contribution autour
de 103,5 eV est associée a la liaison O-Si-O. Les contributions du silicium présentes sur les
autres étapes de fonctionnalisation indiquent d’abord que le silane est toujours accessible en
surface. En effet, TAPTES n’ayant pas servi pour la suite de la fonctionnalisation (addition du
SM(PEG)s et du VEGF) semble résister au solvant DMSO et aux différents ringages effectués
lors de la fonctionnalisation par la SM(PEG)s et le VEGF ce qui laisse penser qu’il y a des

interactions céramiques/silane relativement fortes.

La décomposition du pic N 1s (Figure 124) indique la présence de deux contributions. La
premiere contribution a 399,5 eV pour HA-T et 399,7 eV pour CHA-T est associée aux liaisons
C-NH: des groupements amines (NH) libres disponibles a la surface silanisée [254], [164]. La
deuxieme contribution enregistrée autour de 401 eV est attribuée aux liaisons
C- NH3*/O=C- NH>* des amines sous forme protonée [258]. Cette protonation peut étre
expliquée par la différence d’électronégativité entre I'azote du groupe amine et I'hydrogéne
des groupes hydroxyles (OH et P-OH) présent a la surface des céramiques en HA et en CHA.
Cette différence induit alors la formation de liaisons hydrogenes, favorise la protonation des
groupements NHz> en NHs* [240], et modifie I'orientation de 'APTES qui se replie en surface
(Figure 125). Cela nécessite des sites O-H libres qui peuvent étre identifiés par la liaison O-H
a 532,2 eV sur les céramiques avant fonctionnalisation et la présence d’eau adsorbée en
surface a 533,3 eV (Figure 121). Il n’y a pas d’évolution de I'azote aprés les autres étapes de

fonctionnalisation.
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Figure 121 : Décomposition du pic XPS O 1s obtenu a la surface des céramiques denses et polies en
HA et en CHA et apres chaque étape de fonctionnalisation par le VEGF.
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Figure 122 : Décomposition du pic XPS C 1s obtenu a la surface des céramiques denses et polies en
HA et en CHA et aprés chaque étape de fonctionnalisation par le VEGF.
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Figure 123 : Décomposition du pic XPS Si 2p obtenu a la surface des céramiques denses et polies en
HA et en CHA et aprés chaque étape de fonctionnalisation par le VEGF.
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Figure 124 : Décomposition du pic XPS N 1s obtenu a la surface des céramiques denses et polies en
HA et en CHA et aprés chaque étape de fonctionnalisation par le VEGF.
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O1s C1is Si 2p N 1s
Echantillon

Hz0 Si'QéQ:EC'N/ OC | C=O/N-C-O cN cc CO | OS8O | Si-OC | C-NHs/O=C-NHz* | C-NH:
HA-T 5332 | 5322 | 5309 2880 | 2856 284,6 1035 | 1025 400,9 399,5
HA-T-SM(PEG)s | 5333 = 5323 | 5311 288, 1 285,6 284,8 1033 | 1026 401,2 399,8
HATOWEREGk" | 6339 | 5324 | 5312 | 2689 | 2881 286,0 284,9 2866 | 1032 | 1025 401,1 3997
CHA-T 5335 | 5322 | 5311 2879 | 2855 284,7 2863 | 1032 | 1024 401,4 3997
CHA-T-SM(PEG)s | 5333 | 5322 | 531,0 288,1 285,7 284,7 2865 | 1036 | 1025 401,1 399,6
CHATSWPEG): | 5339 5322 | 5310 2800 | 2879 2859 284,7 2867 | 1036 | 1025 401,2 3997

Tableau 17 : Energies des liaisons (eV) des éléments chimiques (O, C, Si, N) détectés a la surface des céramiques en HA et en CHA aprés chaque étape de
fonctionnalisation. Tous les spectres haute résolution sont repositionnés par rapport au calcium Ca 2p@ar) (347 eV). La profondeur d’analyse XPS est
d’environ 5 nm.
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Figure 125 : Schéma illustrant la protonation de la fonction amine de TAPTES lors de son utilisation
pour la silanisation de substrat en céramique (HA) [69]

lll.2.3. Caractérisation des céramiques fonctionnalisées par microscopie a
force atomique

L’évolution de la surface aprés chaque étape de fonctionnalisation a été suivie par microscopie
a force atomique (AFM pour atomic force microscopy). Des images AFM de surface ont été
réalisées aprés chaque étape de fonctionnalisation. Les acquisitions ont été effectuées en
mode contact avec des pointes en nitrure de silicium (constante de raideur de 0,046 N/m). La
taille des images est de 10 um x 10 um. Les images AFM de surface ont été acquises sur
différentes zones de maniéere aléatoire a la surface des deux céramiques en HA et en CHA.
Cela signifie qu’il peut y avoir des zones qui présentent manifestement une évolution de
surface et d’autres ou cette évolution sera moindre. Les résultats obtenus sont présentés sur
la Figure 126 et la Figure 127 pour la céramique en HA et sur la Figure 128 et la Figure 129
pour la céramique en CHA.

Dans le cas de la fonctionnalisation des céramiques en HA, 'image de I'étape HA-T (image B-
Figure 126) présente une échelle de hauteur qui indique une amplitude totale maximale de
surface de 532 nm, laquelle est nettement plus importante que celle observée sur la surface
de la céramique polie et non fonctionnalisée en HA (image A-Figure 126) qui est de 126 nm.
Les rugosités surfaciques (Sa) des céramiques HA et HA-T sont respectivement de 5 et 63 nm.
L’augmentation de la rugosité sur la céramique HA-T témoigne de la présence d’'une couche
d’APTES en surface. Les rugosités surfaciques (Sa) continuent a augmenter apres ajout du
SM(PEG)s (images C-Figure 126) et du VEGF (images D-Figure 126), et sont respectivement
de 87 et 93 nm. De plus, les images AFM de surface mettent en évidence un dép6t sous forme

globulaire avec une répartition homogéne a la surface de ces zones.

La Figure 127 présente les profils de rugosités extraits des images AFM de surface des
céramiques HA (image A-Figure 126) et HA-T-SM(PEG)s-VEGF (image D-Figure 126) apres
immobilisation du VEGF. Le profil D (Figure 127) indique la présence de vallées et de sommets
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avec une hauteur maximale du profil Rz de 0,35 um, alors que le profil A (Figure 127), extrait
de I'image AFM de la surface de la céramique HA polie et non fonctionnalisée, présente un
profil de rugosité lisse ( Rz ~ 0,02 um). Les aspérités présentes a la surface de la céramique
HA-T-SM(PEG)s-VEGF ont une forme globulaire. La présence des différentes molécules
organiques ayant été mise en évidence par imagerie Raman et par analyse XPS, ces
modifications de surfaces, variation d’amplitude des profils et augmentation de la rugosité
surfacique au fil des étapes de fonctionnalisation, témoignent de la présence de 'APTES, du
SM(PEG)s et du VEGF.

Les images AFM de la surface des céramiques en CHA fonctionnalisées sont présentées en
Figure 128. L’échelle de hauteur sur 'image de I'étape CHA-T (image B-Figure 128) montre
une amplitude totale de surface maximale a 620 nm alors que sur 'image de la surface de la
céramique en CHA polie et non fonctionnalisée (image A-Figure 128), elle est de 113 nm. Les
rugosités surfaciques des céramiques CHA et CHA-T sont respectivement de 5 et 58 nm.
Cette augmentation de la rugosité entre les deux surfaces témoigne de la présence de
FAPTES en surface. Mais, contrairement aux céramiques en HA, la surface de la céramique
CHA-T indique une répartition inhomogéne de 'APTES. Cette inhomogénéité est confirmée
par les profils de rugosités (profil 1 et 2 de la Figure 129 B-) de 'image AFM de surface de
CHA-T (image B-Figure 128). Le profil 2, extrait de la zone présentant des amas globulaires
indique des vallées et des sommets importants qui témoignent de la présence de TAPTES en
surface (Rz = 0,35 um), alors que le profil 1, extrait des zones présentant un aspect de surface
poli indique un profil de rugosité lisse (Rz = 0,04 um), synonyme de I'absence d’APTES sur

ces zones.

Au fil des étapes de fonctionnalisation, la rugosité surfacique devient de plus en plus
importante. Pour les surfaces CHA-T-SM(PEG)s (image C-Figure 128) et CHA-T-SM(PEG)e-
VEGF (image D-Figure 128), elles sont respectivement de 69 et de 73 nm. Les profils de
rugosité A et D (Figure 129) sont extraits respectivement des images AFM de surface CHA
polie (image A-Figure 128) et CHA-T-SM(PEG)s-VEGF (image D-Figure 128). Le profil D
indique la présence de vallées et des sommets avec une hauteur maximale Rz de 0,41 pm
alors que le profil A correspond a un profil de rugosité avec un aspect lisse et une hauteur
maximale Rz de 0,04 um. Comme pour les céramiques en HA, ces modifications de surface

traduisent la présence des molécules organiques en surface.

L’évolution des rugosités et des images AFM de surface au fil des étapes de fonctionnalisation
des céramiques en HA et en CHA confirment I'addition de molécules organiques sur les zones
imagées, mais les zones scannées sont, contrairement a I'imagerie Raman ou a I'’XPS, de
faibles dimensions (10 x 10 um). Néanmoins, '’AFM confirme que la céramique en CHA semble
générer une silanisation inhomogene comparée a celle observée sur la céramique en HA ou
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la répartition de 'APTES est plutét homogéne. Ces points seront abordés plus en détail dans
la discussion de 'ensemble des résultats obtenus sur la fonctionnalisation des céramiques en
HA et en CHA par le VEGF.

Sa=87 nm

Figure 126 : Images AFM de la surface de la céramique en HA (A) avant et aprés chaque étape de
fonctionnalisation avec (B) HA-T, (C) HA-T-SM(PEG)s et (D) HA-T-SM(PEG)s-VEGF.

X(pm)

Figure 127 : Profils extraits des images AFM de surface de A) HA polie et D) HA-T-SM(PEG)es-VEGF.
Les zones analysées correspondent a celles mentionnées en pointillés sur le figure 64.
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Figure 128 : Images AFM de la surface de la céramique en CHA (A) avant et aprés chaque étape de
fonctionnalisation avec (B) CHA-T, (C) CHA-T-SM(PEG)s et (D) CHA-T-SM(PEG)s-VEGF.
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Figure 129 : Profils extraits des images AFM de surface de A) CHA polie, B) CHA-T, et D) CHA-T-
SM(PEG)s-VEGF. Les zones analysées correspondent a celles mentionnées en pointillés sur le figure
66.
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111.2.4. Discussion

La fonctionnalisation de céramiques en HA et en CHA par du VEGF (protéine impliquée dans
'angiogenése) en utilisant comme cross linker 'APTES et comme spacer SM(PEG)s a été
étudiée par différentes techniques de caractérisation. Chacune des étapes de
fonctionnalisation a été caractérisée par imagerie Raman, spectroscopie des photoélectrons
X et par microscopie a force atomique. La Figure 130 représente un schéma rendant compte
des différentes surfaces analysées en imagerie Raman, en XPS, en AFM et la taille d’une
cellule endothéliale.

700 um

10 pm XPS
10 um AFM

300 um
500 um

Cellule

Imagerie Raman
500 pm

Figure 130 : Schéma représentant les tailles des surfaces analysées en imagerie Raman (500 pm x
500 pm), en XPS (300 pm x 700 um), en AFM (10 um x 10 um) et d’une cellule endothéliale.

Les spectres ponctuels Raman pris aléatoirement a la surface des céramiques en HA et en
CHA lors des trois étapes de fonctionnalisation n’ont pas montré de maniére claire la présence
successive de 'APTES, du SM(PEG)s et du VEGF. La présence de la bande associée a la
vibration de I'élongation de la liaison C-H, qui est propre aux molécules organiques mises en
jeu, a été mise en évidence sur les spectres ponctuels Raman mais 'augmentation de son
intensité intégrée au fil des étapes de fonctionnalisation dépend fortement de la zone ou le
spectre ponctuel est enregistré. Trés peu d’acides aminés propres au VEGF ont été détectés
a la surface. lls présentent des bandes tres faibles associées a la chaine latérale aromatique
de la tyrosine (852 cm™) et de la phénylalanine (1611 cm™). La mise en évidence des acides
aminés du VEGF demeure difficile compte tenu des quantités présentes en surface. En effet,
la densité surfacique supposée en fonctions amines d’APTES est de 8.102° mol/um?[171] et
pour des quantités en APTES totales, elle est de 30 umol/m? (analyse élémentaire
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carbone) [69]. Les résultats obtenus en XPS ont montré une réponse de 'APTES (présence
du silicium) apres chaque étape de fonctionnalisation et une augmentation de la contribution
de I'élément carbone. Mais les différentes contributions de cet élément demeurent difficiles a
attribuer du fait de la présence de carbone résiduel en surface. L’absence des fonctions
amides ainsi que 'augmentation du rapport Si/N ne permettent pas la mise en évidence de la
présence successive de 'APTES, du SM(PEG)s et du VEGF. La réponse ponctuelle non
satisfaisante obtenue en spectroscopie Raman est confirmée par les résultats XPS.

Les images Raman des deux céramiques en HA et en CHA fonctionnalisées par le VEGF et
réalisées sur des surfaces larges strictement identiques, ont mis en évidence une évolution de
la chimie de surface au cours des différentes étapes de fonctionnalisation. L’'augmentation de
l'intensité intégrée de la bande d’élongation de la liaison C-H d’une étape a une autre indique
une évolution des molécules organiques en surface. Le SM(PEG)s se localise sur les zones
ou '’APTES est majoritaire et le VEGF ou le SM(PEG)s est présent. On a donc une sélectivité
APTES/SM(PEG)e/VEGF. Cet effet « empilement » a également été observé par microscopie
a force atomique. Méme si les acquisitions des images AFM de surface ont été faites de
maniére aléatoire et dépendent extrémement de la zone scannée avec une approche locale
(taille du scan 10 um x 10 um - Figure 130), une augmentation de la rugosité surfacique et des
hauteurs maximales Rz au fil des étapes de fonctionnalisation ont été observées ainsi que la
présence d’aspérités globulaires qui sont a présent attribuables aux différentes molécules

organiques présentes en surface.

Les analyses par XPS et AFM ont permis d’appuyer les résultats obtenus par imagerie Raman
qui témoignent d’'un enchainement sélectif des différentes étapes de fonctionnalisation par le
VEGF des céramiques en HA et en CHA.

Si cette tendance est commune aux céramiques en HA et en CHA, les images Raman mettent
en évidence des différences dés I'étape de la silanisation. La répartition de 'APTES a la
surface de la céramique en HA est plutét homogéne avec une intensité intégrée de la bande
v(C-H) qui est quatre fois moins élevée que celle obtenue a la surface de la céramique en
CHA. Cette différence est illustrée de maniére claire sur les histogrammes présentant
I'évolution de lintensité intégrée maximale de la bande v(CH) en fonction des étapes de
fonctionnalisation (Figure 118). La céramique en CHA présente une répartition inhomogéne
sous forme d’amas d’APTES en surface. La méme inhomogénéité a été observée en local sur
limage AFM de la surface de la céramique en CHA silanisée. Malgré ces différentes
répartitions de 'APTES a la surface des céramiques, les images Raman ont mis en évidence
la présence de 'APTES en faible teneur quasiment sur la totalité de la surface scannée, tout
comme les analyses par XPS (300 um x 700 pum - Figure 130). Ces dernieres indiquent la
présence de trés peu de calcium et de phosphore (pourcentage atomique inférieur a 1) dés
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'étape de la silanisation (profondeur d’analyse environ 5 nm). La contribution du silicium
augmente alors qu’elle devrait diminuer compte tenu de I'apport en azote par les différentes
molécules ajoutées (SM(PEG)s et VEGF) aux étapes 2 et 3 de la fonctionnalisation. LAPTES

couvre alors 'ensemble de la surface analysée mais le substrat influence sa répartition.

Les spectres Raman ont mis en évidence une signature d’APTES qui persiste malgré les deux
étapes de fonctionnalisation et les différents ringages effectués. Cela nous améne a dire qu’il
y a bien une forte interaction entre '’APTES et les céramiques. La répartition de 'APTES en
forte teneur sous forme de petits agglomérats dans le cas de la céramique en HA et d’amas
pour la céramique en CHA laisse entrevoir une polymérisation de celui-ci en surface malgré
l'utilisation d’'un milieu anhydre. Les céramiques en HA et en CHA présentent des propriétés
de surface différentes. En effet, en plus de l'effet des ions carbonates, la surface de la
céramique en CHA indique une mouillabilité 1égerement plus importante que celle de la HA
avec des angles de contact moyens respectifs de 51 = 2 et 56 + 4°. Les potentiels zéta des
poudres d’HA et de CHA sont respectivement de -44 £ 3 mV et -38 £ 2 mV. Le comportement
différent de la silanisation entre ces deux céramiques pourrait étre expliqué soit par la surface
de la céramique en CHA qui est moins chargée par rapport a celle de la céramique en HA, soit

par le caractére légérement plus hydrophile de la CHA comparé a celui de I'HA.

L’ensemble de ces résultats confirme que I'étape clé de 'immobilisation du VEGF est donc la
silanisation. En effet, TAPTES est la premiére molécule organique fixée a la surface de la
céramique, elle est le lien entre la partie inorganique (la céramique) et la partie organique c’est
a dire les molécules de SM(PEG)s et de VEGF. De maniére plus explicite, la Figure 131
présente un schéma général indiquant 'immobilisation du VEGF a la surface des céramiques
phosphocalciques accompagné d’'un zoom sur l'interaction APTES/céramique. La présence
d’un film d’APTES sur la totalité de la surface a été mis en évidence par imagerie Raman et
par XPS, cependant 'enchainement de la fonctionnalisation est uniquement observé sur les
agglomérats et les amas présentant une forte teneur en APTES. En effet, la détection de
I'azote en surface par XPS indique une protonation de I'azote (NHs*) et la présence d’amines
NH: disponibles pour la suite de la fonctionnalisation. Ce film d’APTES contient alors des
amines protonées qui ne seraient pas disponibles pour la suite de la fonctionnalisation. A la
vue du mécanisme réactionnel impliqué dans cette fonctionnalisation, beaucoup d’amines NH>
devraient étre présentes en surface aprés I‘étape de la silanisation, malgré la protonation d’une
partie de ces amines, la probabilité d’avoir des NH: libres est beaucoup plus grande sur les

amas observés par imagerie Raman.
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En revanche, les différences de répartition de 'APTES observées entre HA et CHA par
imagerie Raman n’expliquent pas le mécanisme impliqué dans l'interface silane/céramique
pour laquelle des questions demeurent. L’interface APTES/céramique peut étre expliquée soit
par une fonctionnalisation par liaison covalente avec les sites P-OH de I'apatite (donc une
liaison Si-O-P établie), soit par une fonctionnalisation par une partie des fonctions amines
(NHz) présentes dans [I'APTES. Dans ce cas-la la polymérisation du silane
(homocondensation) pourrait étre favorisée. L'autre partie des fonctions amines serait
disponible pour la suite de la fonctionnalisation par le SM(PEG)es. La mise en évidence de la
liaison Si-O n’est pas évidente. Michelot et al. ont mis en évidence de I'eau adsorbée a la
surface d’échantillons apatitiques (HA séchée a 100 °C, HA lyophilisée, apatite nanocristalline)
qui est due a la présence d’une couche hydratée a la surface malgré un pré-séchage préalable
et l'utilisation d’'un milieu anhydre (toluene) [156]. Cette hydratation persisterait alors, ne
permettant pas d’éviter la formation de la liaison Si-O-Si liée a la réaction d’homocondensation
des silanes entre eux. On notera que les spectres XPS réalisés apres chaque étape de
fonctionnalisation traduisent la présence d’eau adsorbée en surface. Les signatures Raman
attribuées aux groupes Si-O-P et Si-O-Si n'ont pas pu étre observées car elles sont situées
entre 900 et 1000 cm™ pour Si-O-P et a 1070 cm™ pour Si-O-Si. Ces gammes spectrales
correspondent a la vibration d’élongation des groupements phosphates des hydroxyapatites
étudiées ce qui rend leur mise en évidence difficile. Selon Michelot et al. il semblerait y avoir
une compétition entre 'immobilisation par liaison covalente de 'APTES et sa polymérisation
en surface. Quels que soient les substrats étudiés, une hydratation de surface est toujours
observée, ce qui traduit inévitablement une polymérisation intermoléculaire. Mais, lorsque
I'hydratation de surface est limitée, TAPTES est néanmoins présent, la polymérisation limitée

et la diminution des bandes OH" de I'apatite laisse présager des interactions fortes [156].

La fonctionnalisation par liaison covalente semble nécessiter alors des conditions de séchage
drastiques. Une hydratation plus élevée a la surface de la céramique en CHA en étant
Iégérement plus hydrophile comparée a la surface de la céramique en HA pourrait favoriser
une polycondensation plus importante en surface d’ou la silanisation différente entre les deux

céramiques.
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Figure 131 : Représentation schématique de 'immobilisation du facteur de croissance VEGF sur des
céramiques phosphocalciques denses et polies avec un zoom sur l'interaction APTES/céramique.

Une couverture totale de la surface de la céramique par 'APTES engendre une réponse
intense et suffisante pour suivre les différentes étapes de fonctionnalisation mais n’est pas
recherchée. En effet une couverture partielle de la surface par 'APTES, sur lequel le
SM(PEG)s puis la protéine VEGF seraient immobilisés, serait souhaitée car elle permettrait
aux cellules osseuses d’interagir directement avec la céramique. De plus, une présence
importante d’APTES et donc de VEGF risquerait de surstimuler le phénoméne de
'angiogenése et donc induire la croissance de cellules cancéreuses. Le but serait de baisser
la quantité du silane avec une couverture partielle de la surface. Pour cela, d’autres silanes
peuvent étre envisagés comme le 3-(éthoxylediméthylesilyl)propylamine (APDMES,
CH3CH20Si(CHs)2(CH2)sNH2)  le  3-aminopropyl(diéthoxyle)méthylesilane ~ (APMDES,
CHsSi(OC2Hs)2(CH2)sNH2) présentant respectivement une et deux chaines éthoxyles.
L’utilisation d’APMDES difonctionnel (deux chaines éthoxyles) limitera la polymérisation
intermoléculaire mais ne I'éliminera pas. En revanche 'TAPDMES posséde une seule chaine
éthoxyle, la fonctionnalisation serait alors favorisée par une seule liaison covalente Si-O-P
(pas de polymérisation possible en surface) si cette liaison est possible. Cependant des
travaux réalisés dans le cadre du post-doctorat de David Siniscalco (travaux en cours de
publication) ont montré que méme en utilisant les silanes d’APDMES et d’APMDES, les

images Raman mettent en évidence une présence importante du silane en surface.
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I11.2.5. Conclusion

Cette partie des travaux de these s’est intéressée au suivi de la fonctionnalisation des
céramiques phosphocalciques par le VEGF. Le protocole mis en place au laboratoire est un
protocole de fonctionnalisation multi-étapes « grafting from » basé sur des réactions
successives de silanisation (addition de 'APTES), de PEGylation (addition du SM(PEG)s) et
une réaction click thiol-ene pour I'immobilisation du VEGF. Le protocole initial a été modifié
(addition du SM(PEG)e en 2 h au lieu de 24 h et immobilisation du VEGF dans du DMSO au
lieu du PBS) afin d’étre réalisé en milieu anhydre et ainsi s’affranchir des problémes de
dissolution-précipitation des phosphates de calcium engendrés lors de I'utilisation d’'un milieu
PBS pour la fixation de la protéine. Ce protocole pourra étre appliqué a d’autres types de
protéines.

L’analyse multiéchelle réalisée sur le suivi de la fonctionnalisation des céramiques
phosphocalciques par le VEGF a permis de mettre en évidence la complémentarité des
difféerentes techniques spectroscopiques et d’'imagerie comme étant des outils tout a fait
appropriés pour suivre la fonctionnalisation par des protéines sur des biocéramiques
phosphocalciques. La caratérrisation par AFM des surfaces fonctionnalisées par le VEGF a
révélé une modification de topographie en fonction des différentes étapes de
fonctionnalisation, cependant, I'information requise demeure spatiale (sans repositionnement)
avec une échelle petite non représentative a I'échelle cellulaire (Figure 130). L’'analyse
d’extréme surface (XPS) a fourni une information chimique partielle et moyenne sur la
fonctionnalisation mais non spatiale. Aucun repositionnement des échantillons n’est possible,
cependant la taille du scan est a I'échelle cellulaire (Figure 130). L’'évolution de la nature des
liaisons et leurs répartitions a la surface des céramiques ont été mises en évidence par
imagerie Raman. Le repositionnement des échantillons a permis d’obtenir un suivi chimique
et spatial de la fonctionnalisation par le VEGF avec une taille de scan a I'’échelle cellulaire
(Figure 130). En effet, Les images Raman acquises aprés chaque étape de fonctionnalisation
ont confirmé la sélectivité de la chimie : le VEGF se positionne sur les zones occupées par le
PEG, ce dernier s’étant fixé sur les zones ou 'APTES est majoritairement présent. Si ce
schéma est indépendant du substrat, la répartition du silane est elle, fonction de la céramique.
En effet TAPTES est présent sur la totalité de la surface scannée des substrats et sous forme
d’amas sur la céramique en CHA. Cela peut étre d0 a une polymérisation de surface dans le
cas d’'une liaison Si-O-P non établie. De nombreuses questions demeurent sur le type de
liaison impliquée dans linterface silane/céramique, seule une caractérisation par la RMN
(résonnance magnétique nucléaire) solide du silicium corrélé aux éléments azote et phosphore
pourrait apporter les réponses nécessaires a la compréhension de l'interface céramique-silane
et donc a l'influence du substrat sur la réaction de silanisation.
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Quoi qu’il en soit, 'imagerie Raman a permis de mettre en place un suivi chimique et spatial
de la fonctionnalisation de céramiques denses en phosphates de calcium. Cette approche
pourra étre étendue a d’autres molécules organiques comme par exemple les différents
silanes cités précédemment pour une meilleure compréhension du comportement de la
silanisation et/ou des protéines impliquées dans différents domaines, telles que la BMP-2 pour

son réle dans 'amélioration et la formation osseuse.
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Conclusion générale

Ce travail de thése avait pour but d’évaluer les interactions physiques et chimiques entre des
céramiques phosphocalciques et des protéines d’intérét, la fibronectine impliquée dans
'adhésion cellulaire et le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire VEGF (pour
Vascular Endothelial Growth Factor). Cette étude s’inscrit dans le cadre général du
développement d’'une nouvelle génération de biocéramiques ostéoinductrices capables

d’initier le phénoméne de régénération osseuse pour la réparation de larges défauts osseux.

Des céramiques phosphocalciques denses en hydroxyapatite de formule Ca1o(PO4)s(OH)2, en
hydroxyapatite silicatée de formule Caio(PO4)s6(Si0O4)04(OH)16 et en hydroxyapatite
carbonatée de formule Cags(POa)s5(COs)o5(0OH)10(COs)o2s ont été élaborées a partir de
poudres synthétisées par précipitation en voie aqueuse. Les différentes techniques de
caractérisation utilisées (DRX, FTIR, Raman, XPS, BET, MEB, AFM, mesure de densité) ont
montré que les céramiques mises en forme par frittage présentaient une seule phase cristalline
d’apatite (matériaux monophasés) avec une microstructure dense. Les mesures d’angles de
contact et de potentiel zéta ont mis en évidence des surfaces hydrophiles chargées

négativement.

Les interactions physiques ont été étudiées par spectroscopie de force entre une pointe AFM
fonctionnalisée par de la fibronectine et les céramiques phosphocalciques denses en HA, en
SiHA et en CHA. La mise en place des images AFM force-volume a nécessité le contréle de
plusieurs parametres (la cellule de mesure, le milieu liquide, I'évaporation de l'eau, efc.)
permettant 'acquisition de données fiables. La spectroscopie de force nous a permis d’imager
des forces avec une différenciation des grains et des joints de grains et de combiner I'image
AFM force-volume a l'image AFM de la topographie de surface afin de corréler les forces

d’adhésion mesurées aux grains et aux joints de grains.

Les forces d’adhésion de la fibronectine sur des céramiques denses et polies sont assez
similaires et mettent en évidence une absence de l'influence de la composition chimique. En
revanche, les forces d’adhésion de la fibronectine sur les céramiques denses et non polies en
HA, en SiHA et en CHA indiquent une forte adhésion de la fibronectine sur les joints de grains.
En revanche, a microstructures proches (HA et SiHA), les forces d’adhésion sont nettement
différentes, ce qui impliqgue une influence de la topographie modulée par la composition

chimique des céramiques.

L’influence de la composition chimique peut étre mise en évidence soit en optimisant les
parameétres d’acquisition sur les céramiques polies (augmenter le temps de contact et réduire

la taille du scan), soit en fixant la microstructure et en modifiant la chimie de surface (par
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exemple traiter thermiquement sous CO; une pastille non polie frittée en HA pour induire une
carbonatation de surface).

Cette technique d’imagerie par spectroscopie de force a été validée pour la fibronectine et

pourrait étre appliquée a d’autres biomolécules.

La fonctionnalisation des céramiques phosphocalciques en HA et en CHA par le facteur de
croissance de I'endothlium vasculaire (VEGF) a été effectué selon un protocole multi-étapes.
Ce dernier consiste a utiliser des agents intérimaires : un cross linker (3-aminopropyl-
triethoxysilane-APTES) et un spacer (polyéthylene glycol difonctionnel-SM(PEG)s) pour
l'immobilisation du VEGF. Les interactions chimiques entre cette protéine et les biocéramiques
ont été étudiées étape par étape principalement par imagerie Raman. Grace a cette technique
d’'imagerie, le protocole de fonctionnalisation issu de travaux précédents a été modifié et
effectué entierement en milieu anhydre.
La présence des différentes molécules organiques d’APTES, du SM(PEG)s et du VEGF a été
mise en évidence par imagerie Raman en mettant en avant des réactions préférentielles entre
ces différentes molécules. La protéine du VEGF se fixe sur le SM(PEG)e ce dernier s’étant
préalablement fixé sur TAPTES présent en forte teneur a la surface de la céramique. La
sélectivité des réactions visées lors de la mise en place du protocole de fonctionnalisation a
donc été validée. Il a également été montré que les deux céramiques générent une
fonctionnalisation différente a I'étape de la silanisation. La distribution spatiale des molécules
organiques est inhomogéne et sous forme d’amas sur les céramiques en CHA alors qu’elle
est plus homogéne et avec de petits agglomérats sur les céramiques en HA. Cette répartition
laisse penser a une polymérisation intermoléculaire en surface et ce malgré l'utilisation d’'un
milieu anhydre, polymérisation favorisée sur CHA. Ces résultats ont été appuyés par
spectroscopie des photoélectrons X et par microscopie a force atomique. Tous les résultats
obtenus aménent sur le fait que I'étape contrélant 'immobilisation du VEGF est alors I'étape
de silanisation. Une couverture totale de surface par TAPTES en proportions différentes a été
mise en évidence par les trois techniques de caractérisations citées ci-dessus. Cependant une
grande quantité d’APTES en surface n’est pas souhaitable car elle impliquerait la fixation d’'une
quantité importante de SM(PEG)s et donc I'immobilisation par la suite d’'une grande quantité
de VEGF. Un excés du VEGF en surface risquerait d’induire des effets indésirables tels que
la croissance de cellules cancéreuses en surstimulant le phénoméne de l'angiogenése.
D’autres silanes présentant une a deux chaines éthoxyles pourraient alors étre utilisés dans
le but de baisser I'apport en silane en surface. Néanmoins, il est nécessaire de tester I'activité
biologique du VEGF in vitro en cultivant des cellules endothéliales a la surface du matériau
fonctionnalisé, puis en réalisant des tests fonctionnels (analyse de la prolifération, des
capacités de migration cellulaire) et des tests phénotypiques (état de différenciation cellulaire).
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Cela permettra de vérifier que le VEGF présent a la surface est bien fonctionnel et joue son

roéle de facteur de croissance en stimulant I'activité des cellules endothéliales.

En termes de perspectives pour cette partie de travail portant sur le suivi de la
fonctionnalisation par le VEGF, une caractérisation de l'interface silane/céramique par RMN
(résonnance magnétique nucléaire) solide du silicium, de l'azote et du phosphore serait

nécessaire a la meilleure compréhension de la silanisation a la surface des deux céramiques.

Les résultats obtenus sur le suivi de la fonctionnalisation par le VEGF par imagerie Raman ont
mis en avant que cette technique de caractérisation est tres bien adaptée et performante pour
'étude de la fonctionnalisation par de faibles quantités de molécules organiques sans les
dégrader et sans étre en contact direct avec le substrat fonctionnalisé. Le suivi spatial et
chimique mis en évidence par imagerie Raman peut alors étre envisagé sur d’autres types de
molécules organiques telles que des protéines ou des silanes.

A plus long terme, il pourrait étre pertinent de regrouper I'imagerie Raman et la spectroscopie
de force pour étudier le comportement de cellules endothéliales a la surface de céramiques
fonctionnalisées par le VEGF (Figure 132). En effet, 'imagerie Raman permettrait de
caractériser la fonctionnalisation par le VEGF comme cela a été montré dans ces travaux de
thése, et la spectroscopie de force permettrait de mettre en évidence l'influence de la

céramique fonctionnalisée par le VEGF sur le comportement mécanique de la cellule.

Comportement mécanique de la
cellule par spectroscopie de force

Chimie de surface par
imagerie Raman

Figure 132 : Schéma illustrant la caractérisation des cellules endothéliales par spectroscopie de force
a la surface de céramiques fonctionnalisées par le VEGF et caractérisées par imagerie Raman.
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Annexe 1. Acides aminés rencontrés chez les eucaryotes

glutamique (E)

HO' H

Nom Formule Chaine latérale R
1\|u|3
Glycine (G) H—(—COOH hydrogéne
H
NH,
Alanine (A) CH; —¢—COOH méthyle
H
. CH, | NH,
.AC|d_es Valine (V) _CH-C—COOH isopropyle
aliphatiques CHy B
CH, _ iy
Leucine (L) CH-CH,—C—-COOH isobutyle
./
CHy H
0 CHs
. : CH, groupement
Isoleucine (L) HOJ\I/\/ carboxyle et amine
NH,
) _ NH,
Phénylalanine @ X _( —COOH ohényle
(F)
Acides amin o
cldes amines Tyrosine (Y) uu@—( H, —C—COOH phénol
aromatiques l
l\lllb
CH,; —C—COOH
Trypm’)ha”e [: :[ ] ! indole
. ) T"‘H:
Acide 5 “C—CH, —C—COOH groupeme?t B-
aspartique (D) HO 1'1 carboxyle
Acides aminés Asparagine 0 hlmw amide de I'acide
dicarboxyliques p(N)g “C—CH,—C—COOH oartioae
et leurs amides NH; ||| partiq
Acid N NH~ t
cide ( —CH, —C H,—c COOH groupement y-
[ carboxyle
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Glutamine (Q)

0 NH,
N
"C—CH, —CH,—C—COOH
NH, &

amide de I'acide
glutamique

NH,
, |-
Lysine (K) H,N —CH, —CH, —CH, —CH, _(I —COOH groupement e-amino
H
NH,
Ac@es amines Histidine (H) CH, —C—COOH groupement
istidin o
dibasiques stiaine 3N _ _NH H imidazole
bk
HN NH,
Arginine (R) C=NH—CH;—CH, —CH, —C—COOH groupement o-
N, ! guanidyle
r~|m2
Sérine (S) HO —CH, —(I_‘—(_‘()()II alcool primaire
Acides aminés H
alcools [H,
Thréonine (T) HO—=CH =¢—CO0H alcool secondaire
CH, H
NH,
Cystéine (C) BS —CH,; —¢—C00H groupement thiol
H
HSe.
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soufrés et (U) HoN groupe seieno
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o CHy;—S—CH, —CH,—C—COOH o
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une amine ¢ Hl\(‘H/ i yiq

secondaire)

Tableau 18 : Noms et formules chimiques des 21 acides aminés rencontrés chez les eucaryotes.
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Annexe 2. Acides aminés présents dans la protéine VEGF

La séquence primaire en acides aminés du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF) est la suivante :

APMAEGGGQN HHEVVKFMDV YQRSYCHPIE TLVDIFQEYP DEIEYIFKPS
CVPLMRCGGC CNDEGLECVP TEESNITMQI MRIKPHQGQH IGEMSFLQHN
KCECRPKKDR ARQENPCGPC SERRKHLFVQ DPQTCKCSCK NTDSRCKARQ
LELNERTCRC DKPRR

Séquence primaire du VEGF

Acide aminé code nombre
Alanine A 4
Proline P 12
Méthionine M 6
Acide glutamique E 16
Glycine G 9
Glutamine Q 11
Asparagine N 7
Histidine H 7
Valine \Y 7
Tyrosine T 4
Arginine R 14
Sérine S 7
Cystéine C 16
Isoleucine I 8
Thréonine T 6
Leucine L 7
Acide aspartique D 8
Lysine K 11
Phénylalanine F 5

Tableau 19 : Liste des acides aminés présents dans le VEGF.
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Annexe 3. Spectres XPS larges des céramiques fonctionnalisées HA-T et HA-T-
SM(PEG)s
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Figure 133 : Spectres XPS larges des céramiques fonctionnalisées A) HA-T et B) HA-T-SM(PEG)e.
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Annexe 4. Spectres XPS larges des céramiques fonctionnalisées CHA-T et CHA-T-
SM(PEG)s
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Figure 134 : Spectres XPS larges des céramiques fonctionnalisées A) CHA-T et B) CHA-T-SM(PEG)e.

202
Nadia EL FELSS | Thése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0



203
Nadia EL FELSS | These de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre général du développement de biomatériaux ostéoinducteurs pour la
réparation de grands défauts osseux. L’étude est une contribution a la compréhension des interactions
physiques et chimiques entre des céramiques phosphocalciques et deux protéines d’intérét: la
fibronectine, protéine d’adhésion cellulaire, et le VEGF (pour Vascular Endothelial Growth factor) qui
est impliqué dans la vascularisation et 'amélioration de la formation osseuse.

Les interactions physiques fibronectine/biocéramique ont été étudiées par spectroscopie de force afin
d’évaluer I'influence de la topographie et de la composition chimique de céramiques phosphocalciques
en hydroxyapatite (HA), hydroxyapatite silicatée (SiHA) et hydroxyapatite carbonatée (CHA) sur
'adhésion de la fibronectine. Les résultats obtenus par cartographie de forces mettent en évidence une
absence d’incidence de la chimie des céramiques polies sur la répartition en surface et l'intensité des
forces d’adhésion. En revanche ces dernieres sont plus fortes au niveau des joints de grains des
céramiques non polies mettant en avant une influence de la topographie de surface des matériaux
modulée par la chimie.

Le protocole de fonctionnalisation par le VEGF consiste en trois étapes : silanisation, addition du
SM(PEG)s et immobilisation du VEGF. Les interactions chimiques VEGF/biocéramique ont été étudiées
principalement par imagerie Raman pour suivre ces étapes successives de la fonctionnalisation par le
VEGF de céramiques polies en hydroxyapatite (HA) et hydroxyapatite carbonatée (CHA). Cette
approche a permis de cartographier I'évolution chimique de la surface des matériaux et de mettre en
évidence la distribution spatiale ainsi que les réactions préférentielles entre les molécules intermédiaires
et le VEGF en fonction de la nature du substrat.

Mots-clés : biocéramique, phosphates de calcium, fonctionnalisation, protéine, caractérisation de
surface, VEGF, fibronectine (Fn), imagerie Raman, spectroscopie de force.

Abstract

This work is ascribed within the framework of the development of osteoinductive biomaterials for the
repair large bone defects. It is a contribution to the understanding of the physical and chemical
interactions between phosphocalcic ceramics and two proteins of interest: fibronectin (Fn), a cell
adhesion protein, and Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) which is involved in vascularisation
and improvement of bone formation.

Fibronectin/bioceramic physical interactions were studied by force spectroscopy to evaluate the
influence of the topography and the chemical composition of phosphocalcic ceramics made of
hydroxyapatite (HA), silicated hydroxyapatite (SiHA) and carbonated hydroxyapatite (CHA) on
fibronectin adhesion. The results obtained in terms of force cartography do not indicate any impact of
the polished ceramics chemistry on the surface distribution and intensity of adhesion forces. However,
these forces are more intense at the level of the grain boundaries of unpolished ceramics, highlighting
an influence of the topography modulated by the chemical composition.

The protocol for functionalisation by VEGF consists of three steps: silanisation, addition of SM(PEG)e
and immobilisation of VEGF. VEGF/bioceramic chemical interactions were studied mainly by Raman
imaging in order to follow the successive steps of the functionalisation by VEGF of the polished surface
of ceramics made of hydroxyapatite (HA) and carbonated hydroxyapatite (CHA). This approach allowed
to map the surface chemical changes and to point out the spatial distribution as well as the preferential
reactions between the intermediate molecules and VEGF depending of the substrate properties.
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