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Introduction générale

Les pertes de substances osseuses, lieées a I'@geentaines pathologies, quand elles
sont conséquentes, entravent les capacités natudd réparation de I'os. Leur traitement
repose essentiellement sur I'apport d'os autolofugtefois cette technique présente certaines
limites. En effet, la quantité d'os prélevé estitkm et elle engendre une morbidité non
négligeable. Une alternative est l'utilisation dentatériaux pour fabriquer les prothéses, les
implants et le matériel utilisé en chirurgie.

Dés 1892, Dressman utilisait le platre de Parisfg®ide calcium) pour combler
certains défauts osseux. Un siécle plus tard, d@aux montrent I'importance des matériaux
qui influencent la repousse osseuse et la minatalis Pour ce faire, différentes formulations
de biomatériaux ont été élaborées pour se rappréeipdus possible de la référence qui est la
greffe autologue. Actuellement, les matériaux aeba®e phosphate de calcium sont
classiguement employés en tant que substituts xsde2s principaux avantages des
composeés phosphocalciques sont, en autres, leulargiénavec la phase minérale osseuse,
leur bioactivité ou leur ostéoconduction. lls saligponibles sous formes de granules, de
blocs, d’enduits pour implants dentaires ou ortldogpées et de ciments. Le phosphate
tricalciquep (B TCP), de formule GAPQy)s, est tres largement utilisé comme comblement
osseux alors que [I'hydroxyapatite (HA), de formuthimique Cay(POy)s(OH),, est
principalement utilisée comme revétement ou cimeattrés faible résorbabilité de I'HA est
un obstacle a son utilisation comme matériau debtement. Des substitutions ioniques en
son sein peuvent modifier ses propriétés et darcugte solution envisageable en vue de son
amélioration.

L'hydroxyapatite partiellement substituée par aes icarbonates ou des ions silicates
constituerait un substitut osseux aux propriétékbbgiques particulierement intéressantes. Les
ions carbonates sont naturellement présents dapisalse minérale du tissu osseux. L'intérét
porté a I'apatite carbonatée tient au bon compameiiologique que I'on peut en attendre, du
fait de ses similitudes chimiques et cristallogigpbs avec I'os minéral. Elle présente une
structure trés lacunaire, imposée par les subistisitioniques, et possede une solubilité en
milieu physiologique, supérieure a celle de I'HA &bn coté, I'élément silicium (Si) (environ
0,05% de la masse corporelle) joue un role importams la solidité, la formation et la
calcification des tissus osseux. Des études résentatrent 'importance de cet élément sur
le processus de biominéralisation ou la stimulatiormétabolisme osseux.

Le lieu de linteraction entre un biomatériau et svironnement étant l'interface
matériau/tissu, la composition superficielle ettdté de surface d’'un biomatériau sont

déterminants dans la réussite de I'implant. La div® des procédés de fabrication engendre
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une forte variabilité des propriétés des matériteis que la cristallisation, le taux de
densification, la porosité ouverte, la rugosité,l@gprésence de phases secondaires... autant
de parametres influencant la réponse biologiquendtériau. Les apatites testées dans notre
travail ont été synthétisées par nous-mémes ountdes (laboratoire SPCTS), dans des
conditions rigoureuses. Le but était I'obtentiogakiantillons parfaitement définis en termes
de chimie et d’état de surface.

La mise en évidence de l'effet de la substitutionique sur la bioactivité de ces
matériaux n'est pas une tache aisée : elle reqdernombreuses mises a I'épreuve du
matériau traité dans des environnements biologigadgs (cultures cellulaires, expériences
animales, expériences cliniques humaines). Noussagpté pour une évaluation in vitro des
matériaux en focalisant notre étude sur I'adhéslem ostéoblastes (cellules osseuses qui
synthétisent I'os) a leur surface. L’adhésion dalte est en effet un processus fondamental
puisque les cellules doivent étre en interactiogcawne surface pour survivre. Par ailleurs, les
cellules forment au niveau de leur membrane plasejides structures allongées, les contacts
focaux, véritable « joints adhésifs » entre la atef et le cytosquelette d’actine situé a
l'intérieur de la cellule. Contrairement au squeldiumain rigide, le cytosquelette possede
une dynamique propre. En étant responsable dedamugie des cellules, il assure a la fois la
stabilité et la mobilité de celles-ci. Le lien mi entre la qualité de I'adhésion cellulaire et la
rigidité du cytosquelette nous a amené a évalueridaité des ostéoblastes comme
information indirecte de I'adhésion.

Par ailleurs, les cellules adhérentes ont un cotapm@nt viscoélastique complexe :
leurs propriétés mécaniques sont couramment decpig deux parametres: le module
d’élasticité noté E et la viscosité nojéeCependant, ces parametres ne suffisent pas isedécr
leur comportement mécanique. L'un des buts dedmécanique est d’identifier les relations
entre la forme de la cellule, sa structure, seprpties mécaniques et sa fonctionnalité. Cette
connaissance est essentielle pour permettre urieeaneicompréhension de la physiologie
durant la croissance cellulaire, la division, latilité et la transduction de signaux, ainsi que
pour les pathologies induisant par exemple desf@ralions incontrolées ou inversement des
nécroses. Une partie de nos travaux a porté salliétion du comportement vicoélastique
d’ostéoblastes adhérents sur deux biomatériauxitnadellement utilisés : I'hydroxyapatite
et un alliage titane (TAGV).

En outre, le développement rapide de la biomécanigst couplé aux avancées
instrumentales de la chimie ou de la physique.rna®technologies, dont la Microscopie de

Force AtomiquéMFA) fait partie, permettent d’explorer des donesrtres divers avec une
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grande précision. Elles apportent de nombreusesnmations dans une grande gamme
d’échelles spatiale et temporelle. C'est cet ogié nous utiliserons pour la caractérisation
des propriétés mécaniques des ostéoblastes.

Ce manuscrit se décompose en 5 chapitres

Le premier est un rappel bibliographique. Il préseapidement le « fonctionnement »
du tissu osseux. Sont ensuite détaillés I'architectellulaire et les principaux constituants du
cytosquelette, qui régit la forme et la dynamique ld structure. L'état actuel des
connaissances sur l'adhésion cellulaire est briévgénprésenté, ainsi que les propriétés
viscoélastiques des cellules obtenues par diffésertechniques expérimentales. Ceci
constitue le contexte biologique et biomécaniquesdaquel s’inscrit notre étude. D’autre
part, notre étude bibliographique rappelle les gypaux biomatériaux utilisés en chirurgie
réparatrice, les apatites en particulier. Elletatite également a présenter l'influence des
substitutions ioniques au sein de I'hydroxyapatitela réponse biologique.

Dans le deuxiéme chapitre, nous présentons la ratimades échantillons denses des
hydroxyapatites stoechiométriques, carbonatéesilieatées. Nous détaillons ensuite les
protocoles de culture cellulaire utilisés. Le dsifib expérimental que nous avons mis en
ceuvre pour cette étude : le microscope a force igtmm et la méthode utilisée pour
déterminer le module élastique des ostéoblastesratis sont présentés.

Dans le troisieme chapitre, nous exposons la \ididae la méthode d’évaluation de
la rigidité cellulaire par indentation a l'aide d@& pointe AFM. Trois conditions ont été
testées : cellules peu adhérentes, cellules adkéren cellules dont le cytosquelette a éte
surdéveloppé. Ce chapitre permet de discuter a@rauniformité de la réponse mécanique

suivant le lieu d’'indentation.

Dans le quatriéeme chapitre, nous exposons lestaésulbtenus lors de I'évaluation
biologique des hydroxyapatites carbonatées etasigs. L'adhésion des ostéoblastes a été
choisie comme critére d’évaluation par I'observatitu cytosquelette d’actine et des contacts
focaux et I'évaluation des rigidités des cellules.
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Le dernier chapitre présente les propriétés deglastiques des cellules ensemencées
sur I'hydroxyapatite stoechiométrique et TA6V. Uméthode originale a été mise en place,
utilisant d’'une facon particuliere I'indentation’aide d’'une pointe d’'un microscope a force
atomique. Cette méthode nous a permis d’évalueeléxation des cellules entre 2 et 200

secondes avec la possibilité de distinguer la egian des fibres d’actine ou de la membrane.
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Chapitre 1 Rappels bibliographiques

1.1.Biologie du tissu osseux

Il est acquis aujourd’hui que le squelette humainej deux rbles essentiels dans
'organisme. D’'une part, il doit, pour assurer desctions mécaniques, constituer une
structure rigide et mobile sur laquelle reposegianes vitaux et autres tissus mous. D’autre
part, il est une source de minéraux solubles pougdnisme et notamment de calcium. On
retrouve trois grandes familles d’os dans le sqteeleumain : os longs (os des membres), os
courts (vertébres, os du carpe ou du tarse) diats (j@s du crane, omoplates, sternum, cétes).

Deux types de structures osseuses sont a la baseislées os : I'os compact (ou os
cortical), qui représente, en volume, environ 85d&squelette, et I'os spongieux (ou o0s
trabéculaire) qui représente les 15 % restant. dséstance meécanique de I'os est assurée
principalement par I'os cortical.

D’un point de vue ultrastructural, I'os peut ét@nsidéré comme un arrangement de
fibrilles de collagene sur lesquelles et entrededigs sont déposés des cristaux d’apatite. Ces
fibrilles sont regroupées parallélement entressedleus la forme de faisceaux formant ainsi
des fibres, dont I'accolement constitue des laraalie collagene. L'empilement compact de
ces lamelles forme des unités de construction,légp@stéons (figure 1.1) Ces ostéons sont
séparés entre eux par d'autres zones lamellaisezghinisées, celles-ci correspondant en fait
a des résidus d’anciens ostéons détruits lors miwdelage osseux. Nous reviendrons sur ce

dernier point ultérieurement

Ostéon

Canal de
Volkmann

TCEF‘IaI de
Havers

Fig. 1.1: Structure de I'os cortical. [D’apres wwvgsmat.ecp.fr]

La composition du tissu osseux est extrémemenabiariselon le type d’os considére.

De plus, elle dépend de plusieurs facteurs proprelsaque individu, comme l'age, le sexe,
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'hygiéne de vie et l'histoire pathologique. Lestisosseux est constitué de cellules : les

ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastesgae d’'une matrice extracellulaire.

1.1.1. Les cellules

Il existe deux types de cellules osseuses : ldsleglostéoclastiques responsables de
la résorption osseuse et les cellules ostéoblastidpréostéoblastes, ostéoblastes matures,
ostéocytest cellules bordantes) responsables de la formatsseuse. Ces cellules sont les
acteurs du cycle du remodelage osseux. Comme tastegllules elles sont délimitées par la
membrane plasmique, une bicouche lipidique quit tm isolant la cellule du milieu
extracellulaire, permet par sa perméabilité deswgghs contrélés. Enfermé par la membrane
plasmique, le cytoplasme est constitué d’'un fluidgueux (cytosol) dans lequel se trouvent
différents organites tels que le noyau, les mitochies, les vacuoles, le réticulum

endoplasmique et I'appareil de Golgi (figure 1. 2)
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Fig. 1.2: Structure et organisation d’une celluldeses différents organites. [D’apreq

http://www.fundp.ac.be/]

1.1.1.1.Les cellules ostéoclastiques

Les ostéoclastes sont des cellules géantes (jusb@Ofum), hautement mobiles,
plurinucléées (issues de la fusion de préostéedastononuclées) dérivant des monocytes

sanguins. La zone en contact avec la matrice ossgeloppe des dendrites, ce qui d'une
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part, augmente la surface de contact entre laleeditile tissu et d’autre part, confine le
changement de pH a une zone bien précise: lemndacule Howship. lls assurent
respectivement la dissolution des minéraux osséua digestion de la matrice organique.

L’action combinée de ces deux effets contribuergdarption du tissu osseux.

1.1.1.2.Les cellules ostéoblastiques

Les ostéoblastes synthétisent la trame osseusgsguosteoide). L'ostéogenése est
caractérisée par 'engagement et la prolifératiercellulesostéoprogénitricegui, apres arrét
de la multiplication cellulaire, se différenciemt @stéoblastes fonctionnels chargés de la
synthése et de la minéralisation de la matrice usgseLes ostéoblastes sont des cellules
mononuclées, cuboidales polarisées dont le noyaexeentré. Au fur et a mesure que la
matrice est synthétisée et minéralisée, les osiétds deviennent moins actifs et s’aplatissent.

Certains ostéoblastes s’incorporent a l'ostéoidedetiennent des ostéocytes. D’autres
deviennent des cellules bordantes (lining cells).

1.1.2. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire occupe entre 92 et 9%ll9ovolume tissulaire et peut étre
subdivisée en matrice organique (22 % du volumehaiganique (69 % du volume). La
teneur en eau, environ 9%, est trés variable ectitomde I'age et du degré de minéralisation
[TOP 04].

La matrice organique forme ce que I'on appelletéosde ou substance préosseuse.
Les principales classes de macromolécules quinaposent forment la substance fibrillaire
(90 %) contenant des protéines fibreuses struesirgdollagéne et élastine) ou adhérentes
(fibronectine) ainsi que la substance interfibniég(10 %).

La matrice inorganique de I'os est un réservoirabélique de sels minéraux. Durant
la croissance, ils prendront progressivement lagptie I'eau au cours de la minéralisation de
'ostéoide néo-formé. Le tableau 1.1 présente lampmsition chimique élémentaire de la
phase minérale de I'os. Nous constatons que leseélis les plus abondants sont le calcium et

le phosphore dans un ratio égal & 1.66 sous fodiw@ss.

Elément Ca P |CO:| Ha E Me Sr Cl F
Yemassique | 366 | 171 | 4.8 1 0.07 0.4 0.05 0.1 0.1

Tabl. 1.1 : composition chimique de la phase mieéila I'os

10
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Ces ions se combinent pour former un grand nomérsets relativement instables au cours
de la minéralisation du tissu osseux. La minéradinade 'ostéoide est assurée par une
hydroxyapatite.

Une composition chimique représentative du mingsaeux mature a été proposée par
Legros en 1986 [LEG 86]:

Cag.3(P04)a.3 (HPO4,CO3)1.7 (OH, ¥2 COs)0.3 Eqg. 1.1

Apres la précipitation des premiers cristaux ajopids, leur taille augmente
rapidement par accrétion et ils confluent vers tlemufoyers de cristaux. De cette facon, une
vague de minéralisation se propage dans I'ostémdeellement formé. Ces premiers dépots
évoluent vers la formation d’'une apatite de pluspkrs carbonatée et de mieux en mieux

cristallisée.

1.1.3. Le remodelage osseux

L’ensemble des cellules présentes dans le tisseurspermet la formation et la
résorption de la matrice minérale (Figure 1.3).rL&ctivité est couplée lors du processus de
remodelage qui consiste au renouvellement du tisseux pour assurer le maintien de la
masse osseuse au cours de la vie adulte normalaédidtat du travail d'une unité
fonctionnelle de remodelage, comprenant un souspgrastéoclastique et un sous groupe
ostéoblastique (résorption puis formation), esbstéon (8 1.1.1).

Le cycle du remodelage débute par une phase dbdictiy caractérisée par la
différenciation des ostéoclastes. L'ostéoclaste@dh la surface osseuse avec constitution
d'une zone de scellement conduisant a la constituide la membrane plissée. Cette zone
délimite ainsi l'espace de résorption ou le pH lest. L'acidité ainsi obtenue favorise la
dissolution du cristal d'hydroxyapatite libéransaeinéraux (calcium et phosphore) et permet
la mise a nu de la matrice. Quand les ostéoclasteschevé une lacune ils meurent par
apoptose. Le fond de la lacune est alors lissé degr cellules monunucléées de type
macrophagique. Aprés la résorption et le « netteyagle la lacune, des ostéoblastes sont
recrutés au fond de la lacune et comblent cellefti apposant une nouvelle matrice
collagénique. Cette matrice non minéralisée ouoidéesera secondairement minéralisée ce
qui lui conferera sa solidite. On comprend alorsuge maladie comme I'ostéoporose

provienne d’'un déreglement de ce processus. Eh adfee pathologie, reliée a une perte de

11
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masse o0sseuse, est provoquée par un déséquilibfavear de la résorption. Celle-ci
s’accentue avec le vieillissement. Découlant deelde de masse osseuse, la diminution des
propriétés mécaniques de l'os induit sa fragilatiDe nombreux traitements et de
nombreuses préventions ont été développés dang teldiminuer 'impact de cette maladie.
Par exemple l'activité physique est une méthodevaoupositivement influencer le maintien

ou 'augmentation de la masse osseuse.

Cellules bordantes

w|aje|e|sinis]e Préostéaclastes

Activation

]
\ -
/ .| . |w
: i

Ostéoide w !

T g Quiescence
Matrice  ~ L
calcifiee -7
nouvelle

Formation
Ostéoblastes Osle’oclas{.‘es Résorption

q P : L 1]
\ Inversion .: ase

Fig. 1.3 : Les différentes phases du remodelageuass

1.2.Réle du cytosquelette dans le comportement mécanigule la cellule

La stabilité et la forme cellulaires sont déterrem@ar la microarchitecture développée par le
cytosquelette, un réseau dynamique de 3 biopolysregmidilués aux rigidités sensiblement
différentes : les filaments d’actine (actine F} fédaments intermédiaires et les microtubules
[ARE 91] (figure 1.4) Chacun de ces polymeéres est respectivement canstiactine, de

vimentine et de tubuline. Les cellules adhérentésgntent un cytosquelette trés structure.
Les trois sous réseau filamenteux s’organisentnégragissant et en générant une tension

interne au cytosquelette.

12
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Cellule en mouvement

Filaments d'actine

Filaments intermédiaires

Microtubules

—

Fig. 1.4 : Positionnement des 3 cytosquelettes Bacallule. Les filaments d’actine sory
indiqués en rouge, les microtubules en bleu €illasents intermédiaires en vert
[MUL 06]

Harris [HAR 80] cultiva des fibroblastes sur un swat déformable (silicone) et
observa que celui-ci se plissait au niveau des satiadhésion des cellules, indiquant
'existence d’une tension interne aux cellules sjeixerce sur le substrat (figure 1.5). Cette
tension précontraint la cellule et lui confére gespriétés mécaniques particuliéres qui font
I'objet de nombreuses études actuelles. En effstpropriétés mécaniques des cellules ont
une importance capitale pour I'ensemble de leuractions : division, migration,
différenciation, etc... Ces fonctions ne pourraievbialieu correctement si la cellule était

trop ou pas assez rigide.

Fig. 1.5 : Visualisation des forces de tension gé&e®par les cellules sur un substrat én
silicone [HAR 80]

13
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Par exemple, lors de la migration, les cellulest stepables de modifier leurs
propriétés rhéologiques pour adopter un comportempieysique observé lors de la transition
solide-liquide [FEL 90]. Dailleurs, les modificatis anormales de rigidité cellulaire et
tissulaire sont souvent associées a des pathologess cellules tumorales par exemple,
présentent des rigidités beaucoup plus élevéeseguellules saines du méme tissu. Ceci est
en lien avec leur prolifération excessive, mémdéesirelations moléculaires précises entre

rigidité et prolifération ne sont pas encore claieat établies [PAS 05].

1.2.1. Le réseau d’actine

Les filaments d’actine sont les principaux respblesade la mécanique cellulaire et
en particulier de son caractere viscoélastique [WII [ZAN 89]. Ces filaments sont les
plus fins des 3 biopolyméres constituant le cytesefte : ce sont des doubles hélices de
diameétre 7 a 9 nm, formées par la polymérisatiomdnomere d’actine globulaire (G-actine,
figure 1.6). Environ 50% de l'actine présente dé&s cellules est sous la forme libre
globulaire, le reste étant engagé dans les filasngiftactine, figure 1.8). Via la

polymérisation/dépolymérisation, le réseau d’acéiseen constante réorganisation.

Bout -

© ©
o © OO

O — —_— -
® o

o° g° go

Actine G Dimere Tri{nére

Bout +
Actine F

—

Fig. 1.6 : La nucléation et la polymérisation dfilament d’actine, les monomeres son
incorporés au bout "+", et sont libérés du bout €' qui cause un déplacement global du
filament (ici vers le bas)

Le module d'Young de 0,5 GPa de ces filaments asindme ordre que celui des
microtubules (mesures réalisées sur des gels).ndapg contrairement aux microtubules,
I'actine n’est pas seulement présente dans laleedhus forme de filaments isolés. Elle I'est
aussi sous forme de réseaux. Le passage d’'un filanmeque a celle d’'un réseau de filaments

enchevétrés, réticulés et pouvant méme coulisseums par rapport aux autres n’est pas

14
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simple. En effet, une myriade d’agents de rétioogtde moteurs protéigues ou de protéines
régulatrices joue un réle crucial dans la structatela dynamique cytosquelettique, et
influence les propriétés mécaniques du cytosqeelbds petites protéines de réticulatian (
actinine, fimbrine) arrimeront les filaments d’aj forcant ceux-ci a adopter un arrangement
parallele, c'est-a-dire en faisceau. Par contseptetéines de réticulation longues et flexibles
(filamine, spectrine, dystrophine) permettent alaafents le choix de leur disposition et leur
maintien en réseau. Les filaments d’actine s’orggamti en deux sous réseaux qui possedent
des spécificités biologiques et mécaniques. Il is’ag réseau cortical (ou cortex), un
entrelacement fin de filaments d’actine situé daumembrane plasmique, et du réseau formé
de fibres de tension qui sont des arrangements agtefiux hautement réticulés et

contractiles.

( fimbrine | flamine |

.,g_zz:] a-actining|
o A B>
:

Fig. 1.7 : Role des protéines associees aux fil&sraactine (filamine,a-actinine,
fimbrine et myosine-Il) [D’aprés www.ulysse.u-boate.fr/]

1.2.1.1.Le réseau cortical d’actine

Le réseau cortical d’'actine est composé de tresbneum filaments courts d’'une
longueur moyenne d’'une centaine de nanometres, odiametre de 10 nm. Ce réseau est
positionné sous la membrane apicale de la celluldonne a la membrane cellulaire sa
topologie et pourrait étre impliqué dans de noméesufonctions cellulaires telles que
'endocytose, I'exocytose ou l'ouverture de cananiques [BRE 91]. On retrouve aussi ce

réseau autour des fibres de tension [KAT 00].
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1.2.1.2.Le réseau profond de fibres de tension

Contrairement au cortex d’'actine, ce réseau estdoeg moins diffus. Il est constitué
de filaments d’actine couplés a des protéines desmg et posséde une contractilité élevée.
D’une longueur pouvant varier de 2.5um a plus d& i in vitro, ces fibres sont le support
de toute la traction que la cellule développe susubstrat. On retrouve principalement ces
fibres en périphérie de la cellule et sur |la faasate de la cellule ou elles la traversent de part
en part. Aussi, et d’'une maniere beaucoup moinstdétans la littérature, on les retrouve sur
la face apicale de la cellule [HOT 06]. Les traval@xKatoh et Kano montrent I'existence de
fibres de stress reliant la face apicale a la ta@sale de la cellule [KAT 95] [KAN 96].
Certaines présentent la forme d’arches. D’autreguasi montrent I'existence de fibres
dorsales qui aident au maintien de la morphologibulaire [HEA 83][SMA 98]. Plus
récemment, Pellegrin apporte des informations awstructure et I'organisation de ces arches
qui seraient formées grace a la rencontre de fitdsndorsaux avec des filaments apicaux
[PEL 07].

= F-actin

Dorsal stress == g-actinin

fibers
+—— Myosin Il

@ Focal

adhesion

O e eenerrrl et L)

Ventral stress fiber

Fig. 1.8 : Différents types de fibres de stress@nées dans une cellule, leurs liens avec
les contacts focaux et leurs protéines associdgs (F7].

1.2.2. Les microtubules

Les microtubules sont composés de tubuline, unéipe comprenant deux sous
unitésa et s'associant en dimeres. Les diméres de tubulingngoisent en tube cylindrique
creux de 24 nm de diametre (Figure 1. 9). Danseldule, les microtubules croissent
généralement a partir d'un complexe protéique appamhtrosome situé prés du noyau et sont
organisés en aster. Les microtubules sont leséents plus rigides du cytosquelette. lls ne

présentent pas un module d’Young beaucoup plu® €eg celui des filaments d’actine (1 a 2
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GPa). Leur résistance a la flexion et a la torsiomt respectivement 1000 fois et 300 fois plus

grande que celle des filaments d’actine (mesumsées sur des gels) [MIT 92].

€——2a0A —>

cross-section

. alpha-tubulin
80A beta-tubulin

tubulin heterodimer

one
protofilament

Structure of a singlet microtubule, indicating slant

Fig. 1.9 : Schéma de la structure et de la polysaédn d'un microtubule. [D’apres :
http://mwww.med.unibs.it/]

Stamenovic a proposé que les microtubules avaieat ple de contrebalancer la
tension générée par le réseau d'actine [STA 02Zn@wvynne montra effectivement que les
microtubules supportaient des efforts de comprasgiovoqués par la contraction du réseau
d’actine [BRA 06]. De plus, les microtubules sampiiqués indirectement dans la régulation
de la contractilité cellulaire. En effet, la dépuoBrisation des microtubules conduit a la

formation de fibres de tension [LIU 98].

1.2.3. Les filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires sont composés de ipegéd'une famille comptant plus
de 50 membres qui s'assemblent, individuellemenpaugroupes de deux ou trois, pour
former des filaments d'environ 10 nanometres denéliee. Selon le type cellulaire, ces
filaments se déclinent en 6 groupes de protéinesremla kératine, la vimentine, la lamine ou
encore la nestine. Une des fonctions principalesfii@ments intermédiaires est de fournir
aux cellules et aux tissus leur résistance mécanimais leur réle n'est pas encore connu
précisément [BEI 03] [KER 07]. On trouve souventraseau de kératine entourant le noyau
et s'étendant jusqu'a la membrane plasmique. Ledglula d'Young est variable suivant la

contrainte imposée mais peut étre évalué a quelipaénes de MégaPascals ce qui est trés
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inférieur a ceux des autres constituants du cyelstife [FUD 03]. Cela leur confere une

flexibilité importante contribuant & la souplesséaedéformabilité de la cellule.

=
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Fig. 1.10 : Schéma de la structure d’un filamentsrmédiaire. [D’apres :
http://www.ulysse.u-
bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/gbéléa.104.b3/content/access.htm]

1.3.La mécanique cellulaire

Une compréhension globale de la structure et deélganique cellulaire est essentielle
pour expliquer des aspects fondamentaux du comperte cellulaire (de la motilité a la
différenciation en passant par la prolifération)fféentes techniques expérimentales ont
montré qu’une cellule avait des caractéristiquestiglues et visqueuses, tantbt considérée
comme un fluide (en particulier pour les cellules ispension testées par micropipette),
tantét comme un solide lorsqu’elle adhere a uneaiceaextracellulaire. Contrairement a la
plupart des matériaux conventionnels, les cellal@sun comportement mécanique fortement
non linéaire ; leurs modules élastiques dépendentimtensité de la force appliquée. Une
étude récente sur des fibroblastes déformés paystame de microplaque a été la premiéere a
montrer ce comportement (figure 1. 11) [FER 06t€technique est détaillée plus loin. Sous
de petites déformations, l'effort est proportionael contrainte, la réponse mécanique du
matériau est dans le régime linéaire. Sous de griasdes déformations, I'effort augmente
plus rapidement avec la contrainte appliquée.danhtériau est dans le régime non linéaire.
La stabilité et lintégrité mécaniques des celluleslogiques sont fournies par le
cytosquelette. Des modeéles théoriques [MAC 95]iajne des expériences d’assemblage de
gels d’actine in vitro [THA 07] [GAR 04a] [GR 064AR 06b], visant a comprendre les
propriétés mécaniques de tels gels sont en pleialai@ement. Une revue publiée en 2006
résume I'état actuel des connaissances et la fdgohces systémes modeles peuvent aider a

mieux comprendre le rble de I'actine dans les pégs mécaniques des cellules [BAU 06].

18



Chapitre 1 Rappels bibliographiques

~

Une autre approche consiste a étudier les proprigtécaniques de la cellule elle
méme. Dans la littérature, une forte diversité @multats expérimentaux est observable. Elle
peut étre expliquée par les différentes méthoddséaas, le taux de contrainte ou de
déformation appliquée, ainsi que la taille de Iand®o utilisée. Nous y reviendrons

ultérieurement

Petites déformations Grandes déformations

=725
IR 7Y)
/’/’/ /ﬂlt’.;‘/ 7
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>

Fig 1.11 : Evolution de la contrainte appliquéenanatériau biologique en fonction de la
déformation imposée. Observation du comportemaegalre du matériau pour les petites

déformations, et du comportement non linéaire dtérau pour les fortes déformations.

1.3.1. Réseaux cytosquelettiques reconstitués

La possibilité d'étudier leurs propriétés viscottpses par des approches
technologiques traditionnelles aussi bien que parméthodes optiques plus sophistiquées est
le principal avantage des réseaux reconstituésmésurant la dépendance au temps de la
réponse a une contrainte imposée, les propriét@stigiles et visqueuses peuvent étre
déterminées. De plus, la concentration en actineagents réticulantioss-linker et en
moteurs moléculaires peut étre contrélée de facolar la contribution de chaque type de
molécules a la viscoélasticité. Les réseaux d'eefirsont les systémes reconstitués les plus
largement étudiés. Des mesures récentes sur amured’actine-F démontrent le réle de la
longueur des filaments [LIU 06] et des mécanisnuit@nnels de relaxation spécifiques a

ces filaments semi-flexibles [GAR 03]. Tandis qes Etudes préliminaires élucidaient le
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comportement des solutions d’actine-F seulemenherétrée, actuellement, les efforts se
concentrent sur les effets de protéines réticutarit&lasticité des réseaux réticulés a des
origines physiques diverses, et dépend de la ctratiom en actine et en agent de réticulation
ainsi que de la nature de ce dernier [GAR 04a] [G4R] [WAG 06]. L’étude rhéologique in
vitro de réseaux d'actine réticulés par de la fitempar Gardel apporte une conclusion
fondamentale : une augmentation de la rigidité d\sgaplication d’'une précontrainte. Il en
résulte des valeurs de rigidités comparables @&<albservées sur des cellules. C'est la
rigidification du réseau. Cela suggéere que la prramte typiquement observée dans les
cellules adhérentes joue un réle important lorslaledétermination de leurs propriétés
mécaniques, et qu’en particulier I'élasticité clelite est toujours mesurée dans le régime
non-linéaire [GAR 06a] [GAR 06b]. La modificatiore dia rigidité des gels d’actine réticulés
apres application d'une précontrainte semble aeoméme effet que la présence de moteurs
de type myosine. En raison de cette précontrai@teytosquelette peut activement réguler la
contraction locale du réseau en utilisant ses metewtéiniques [STO 05]. Par exemple, des
faibles contraintes exercées par la myosine damésgau composé de F-actine réticulée et de
filaments intermédiaires ont pu augmenter réveesileint la rigidité d’'un facteur 10, sans que
le degré de polymérisation ou de réticulation nedwmngé [HUM 02]. La plupart des études
expérimentales se sont jusqu’ici concentrées sffiet’ d’'un seul type d’agent de réticulation
alors que les cellules vivantes en présentent andgnombre, qui peuvent interagir et/ou se

concurrencer.

1.3.2. Ouitils pour I'étude de la mécanique cellulaire

La littérature concernant les propriétés mécanigleesa cellule est incroyablement
riche. De multiples techniques expérimentales thuélisées pour sonder différentes parties
de la cellule et apportent des réponses variédgtérogénéité structurale de la cellule qui se
traduit par la variation de ses propriétés mécascpuivant la région étudiée rend essentielle
I'utilisation de méthodes d’expertises locales figare 1.12 reporte le principe des méthodes
d’étude de la mécanique cellulaire utilisées traditellement. Chague méthode inspecte un
aspect difféerent de la mécanique cellulaire ; lmige en commun commence a fournir une
compréhension plus globale.

La diversité de ces techniques expérimentales diffidile leur classement. Il est

possible de solliciter une cellule unique ou unpybation cellulaire. Si une cellule unique est
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étudiée, la sollicitation peut étre soit exterreedlle ou globale), soit interne (directement dans

le volume cellulaire).

Macrorhéologie par microplagues

TTne cellule est contrainte entre 2 plagues
en utilizant un cisaillement oscillatoire dans
le but d"obtenir son module élastique G et
wisqueux 37

Magnétocytometrie
Tn champ magnétique externe applique
une contrainte & une bille magneétique. La
position de la bille est swivie afin de
determiner la réponse

Microrheéologie

Le mouvement de particules sondes est
mesuré en utilisant un systéme vidéo ou un
laser. L'interprétation du mouvement des
particules permet Uévaluation du module
viscotlastique,

Etirement cellulaire par microplaques
La cellule est attachée aux 2 surfaces. Tne
force est appliquée a "une des surfaces et
la distance entre plaque est mesurée.

MMicroscopie a force atomique

TTn microlewier applique une contrainte & la
cellule. La déflection du tnicrolewier est
mesuré par réflexion laser

Fig. 1.12 : Techniques permettant I'étude la vitastecité cellulaire. Liste non exhaustiye

La magnétocytométrie par rotation (MCR) permet d’évaluer les propriétés
mécaniques d'une population de cellules en cultdre. cytosquelette est sollicité
mécaniquement par l'intermédiaire de microbilleedmagnétiques, liées a des récepteurs
transmembranaires (intégrines). On applique un leospr les billes en leur imposant un

champ magnétiquel de faible intensité (~ qq mT) perpendiculaire &laface. En faisant
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osciller le champ d’excitation, on obtient une nég® dynamique de la cellule qui conduit a
une détermination des constantes viscoélastiquesnsugamme de fréquences allant d& 10
Hz a 1 kHz. Bien que cette techniqgue sonde locaténte cellule, il reste quelques
incertitudes dans la prise en compte de I'adhésmane la cellule et la bille, ce qui rend

difficile la détermination des modules élastiqueistiueux réels.

La technique desnicroplaques de verre est utilisée pour sonder les propriétés
meécaniques globales d’'une cellule. La cellule @seren contact adhésif entre deux plaques,
une rigide et une beaucoup plus souple. Une desigdaest alors maintenue fixe pendant que
'autre est déplacée par l'intermédiaire d’'un mioemipulateur piézoélectrique. Les forces
appliguées par ce dispositif sont plus grandesdaquns les expériences locales : de 1 a 10 nN
environ, car il faut déformer I'ensemble de la alell Pour des temps courts, ce dispositif est
particulierement bien adapté a I'étude du fluage dsdlules [DES 05]. Cette technique est
complémentaire a la magnétocytométrie qui utilise gollicitation alternative et de faible
amplitude. En effet, les mesures ainsi obtenuesealtn pour la fonction de fluage des lois de
puissance du temps entre 0,1 s et 100 s, avec posaxt du méme ordre de grandeur que

celui mesuré localement en régime sinusoidal (Ov&r@n).

Le principe despinces optiquesrepose sur le piégeage de billes d’'un matériau
diélectriquedans un faisceau laser. Le piégeage provient demmagénéités spatiales de
l'intensité lumineuse. Dans un faisceau lumineoxteiment focalisé, l'intensité est maximale
au foyer. Il s’exerce alors sur la particule uneséoproportionnelle au gradient de I'intensité
du champ électrique porté par I'onde lumineuseteCietrce, qui peut aller jusqu’a 100 pN,
tend a ramener vers cette position tout objet aquidvait s’en écarter, aussi bien dans la
direction du faisceau, que dans son plan perpelailieu La position d’'une bille est alors
mesurée en microscopie optique a l'aide d’'une caniéiforce est étalonnée en fonction de la
position de la bille par rapport a la pince optiget la déformation induite sur la cellule
sondée est tirée du déplacement de la bille paora@ la cellule. Ces billes peuvent étre
utilisées pour sonder les propriétés de surfaceelades a la maniére des billes magnétiques
mentionnées plus haut. On peut également les @njdeins la cellule pour sonder directement
les propriétés rhéologiques du cytosol. Par apdicad’une force oscillante a différentes
fréquences successives, on en déduit le moduleélastique G(f), dont les parties réelles
(G") et imaginaires (G”) varient ensemble en la guissance de la frequence avec un
exposant proche de 0.2 [BAL 04] [ICA 07].
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Les mesures daicrorhéologie consistent a placer des microsondes au sein daatyto
des cellules. Le déplacement des microsondes @sbquié par les fluctuations thermiques du
milieu, la microsonde effectuant un mouvement Briewnon parle alors daicrorhéologie
passive Des nanoparticules sont injectées dans la cedtuleurs trajectoires aléatoires sont
suivies. Cette méthode utilisant des particulesiraétieur de la cellule, les propriétés
mécaniques sont estimées directement sans passampatermédiaire (la membrane),
comme dans les techniques précédentes. Cependantjgterminer la constante élastique, le
mouvement des particules est supposé provenir emgot des fluctuations thermiques.
Malheureusement, I'activité des moteurs molécutaitedes phénomenes dissipatifs contribue
au mouvement [HOF 06]. Ne pas considérer ces gffmis produire des erreurs énormes. En
effet, il a été montré que, pour une méme orgdnisatytosquelettique, la mécanique
cellulaire pouvait étre totalement différente suivies contraintes extérieures [LEE 06], ou
lors de I'incorporation de plusieurs agents dectdditions ( -actinine et fascine) [TSE 05].
Enfin, la difficulté de placer une sonde, de fagmm invasive, a l'intérieur d’'une cellule

vivante limite beaucoup ce genre d’étude.

L’intérét des mesures paticroscopie a force atomiqugnotée AFM pour faciliter la
lecture) réside dans I'absence d’ancrage entreil@eet la cellule. L'instrument consiste en
une pointe tres effilée située a I'extrémité d’uicnolevier agissant comme un ressort dont la
déflexion est directement proportionnelle a la éorta pointe est utilisée pour indenter
localement la cellule. La gamme de forces applesplar cette technique va de la dizaine de
pN & quelques centaines de nN. Pour la mesurerdpgéiés viscoélastiques des cellules en
régime fréquentiel, les forces appliquées restaiids (typiguement quelques centaines de
pN) ; la pointe n’est alors que posée sur la all@in mesure la force appliquée a la cellule
ainsi que la deéformation de celle-ci, et leur rappest proportionnel au module
viscoélastique. Des mesures ont été réaliséedusieprs types cellulaires dont les propriétés
internes ont été modifiées par différentes drogues évolutions de Get G” obéissent a
des lois puissance de la fréquence qui semblentrdtgustes, avec une nette dépendance de
'exposant de la loi en fonction des propriétéstamtiles du cytosquelette [TRE 05]. Outre
les propriétés viscoélastiques, les nanoindentaid¥M sont utilisées pour évaluer la rigidité
de la cellule. C’est cette méthode que nous utdizetout au long de notre étude.
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1.3.2.1.Etude de la rigidité cellulaire par ind¢iota a I'aide d’'une pointe
AFM

Les mesures de forces par microscopie a force gtapeuvent étre assimilées a de
la nanoindentation. Le principe de fonctionneméas, détails de la technique d’indentation
seront détaillés au chapitre Il. Ici nous regrouplas résultats obtenus par différents auteurs.
A partir des courbes d’indentation, le module dsékité est obtenu en utilisant la théorie de
Hertz et de Sneddon [HER 82] [SNE 65]. De nombrauteurs ont travaillé sur le lien entre
'adhésion cellulaire et la rigidité cellulaire. &bac a montré récemment que des cellules
osseuses adhérentes avaient une rigidité beaudaspéfevée (plusieurs dizaines de kilo
pascals) que ces mémes cellules non adhérentesaisQtlus faible, environ 300 Pa) [BAC
08]. De nombreuses études ont porté sur la moduolade la rigidité cellulaire grace a
l'utilisation de drogues permettant, soit de déaorger le cytosquelette d’actine, soit de le
renforcer. La cytochalasine (B etD) ainsi que taulaculine A sont les principales molécules
utilisées pour la désorganisation du cytosquetBttetine [COS 04] [COS 06] [ROT 00]. Ces
drogues empéchent la polymérisation des fibresidaet par voie de conséquence induisent
leur dépolymérisation. La disparition des fibreaatine entraine une diminution significative
de la rigidité cellulaire [ROT 00] [TAK 05]. Sur defibroblastes, Rotsch observe une
diminution d’un facteur 2 a 3 de la rigidité cedlire apres traitement a la latrunculine A et a
la cytochalsine B et D. Il observe aussi que aditt@nution est d’autant plus importante que
le temps de traitement est long. Des images deeheence completent I'étude et montrent la
disparition des fibres d’actine au cours du teniST 00]. Dans la méme étude, il est montré
que I'éclatement des microtubules n’affecte pasgidité cellulaire. La rigidité cellulaire est
donc bien dépendante du réseau des fibres d’actine.

De son coté Takai rapporte aussi une diminutiotadéeidité d’ostéoblastes traités a
la cytochalasine D [TAK 05]. Cette étude est paligzement intéressante, car elle montre
également que la rigidité cellulaire est dépenddatsubstrat sur lequel la cellule est déposée.
Sur un tapis de fibronectine, des ostéoblastesunat rigidité 2 fois plus élevée que sur
plastique. Les cellules déposées sur fibronectidsgmtent un réseau de fibres de stress. La
fibronectine étant un agent favorisant I'adhésiefiutaire, il est confirmé ici le lien étroit
entre I'adhésion, la rigidité cellulaire et I'orgaation du réseau d’actine. Simon avait aussi
attesté du lien étroit entre le substrat et ladii§i cellulaire en montrant des rigidités
comprises entre 0.3 et 30 kPa pour des cellule®s#&s sur du verre, et des rigidités

comprises entre 4 et 200 kPa pour des cellule @&sosur une silice greffée au 3-
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aminopropyltriethoxysilane [SIM 03]. Domke étudie figidité d’ostéoblastes déposés sur
différents métaux, du verre et du polystyréne (HS3stime respectivement a 9 kPa, 7.5 kPa
et 5.5 kPa le module élastique des cellules déposeée titane, PS et verre. Les cellules
déposées sur TA6YV, un alliage de titane et vanadprgsentent un module élastique proche
de 2 kPa, soit 4 fois plus faible que celui deute déposées sur titane pur. Cette étude
montre que la chimie du matériau influence grandenaerigidité des cellules.

Costa montre que la rigidité de cellules endothedipeut étre rangée en deux classes
[COS 06]. L'une regrouperait les rigidités obtensage a I'indentation des fibres de stress,
l'autre regrouperait les cas ou les fibres de strésuraient pas été indentées. Les fibres de
stress présenteraient une rigidité de l'ordre d@abkalors que les autres indentations
correspondraient a une rigidité d’environ 1.5kPa.dépolymérisation des fibres d’actine via
la cytochalasine B apporte alors un éclairage estant. Non seulement, la rigidité des fibres
chute a 0.89 kPa, mais également celles des zamelmeuses. Ceci confirme que les fortes
rigidités proviennent des fibres d’actine, et gee figidités obtenues sur des zones non-
fibreuses impliquent peu le réseau d’actine. Cedéja été observé par Simon lors de son
travail de these. Elle observe I'organisation diosguelette en effectuant des sections dans le
plan (X,Y) sur différentes zones d’une cellule @tipales images obtenues avec deux forces
externes différentes (figure 1.13) [SIM 02]. Lextams présentées sur la figure 1.13a et
1.13b proviennent respectivement de cellules dégsosér du verre et sur de la silice silanisée
et biofonctionnalisée par des protéines du séruneda foetal (SVF) adsorbées en surface, un

revétement favorisant I'adhésion cellulaire.
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Fig. 1.13 : Indentations d’ ostéoblastes déposésere a) et sur une surface de silic
silanisée et biofonctionnalisée par des protéineS\dF adsorbées sur cette surface h)
[SIM 02].

L’auteur conclu que chaque pic observé peut étribb@e a une fibre de stress, témoignant

alors de la possibilité d’étudier spécifiguementriacanique des fibres de stress. De plus, il
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est observé que le nombre de fibres de stresseasicbup plus important dans les cellules
déposées sur la silice fonctionnalisée. Celle~ebifisant I'adhésion cellulaire, nous avons la
encore la confirmation du lien entre l'adhésion lutelre et le développement du
cytosquelette.

Cette non uniformité de la rigidité cellulaire avaéja été observée par Mathur lors de
I'évaluation du module élastique de différents typle cellules [MAT 01]. Il montre que les
cellules endothéliales présentaient un module iglestcompris entre 0.6 et 10kPa. Les
résultats obtenus dans les études précédemmess &Gtigaient aussi mention de la forte non
uniformité des rigidités. Domke et Takai montrees ctcart-types supérieurs a 50% de la
gamme des rigidités obtenues [DOM 00] [TAK 05].

1.3.2.2.Discussion a propos des méthodes d’étudeladenécanique

cellulaire

Le type d'effort et/ou de déformation appliqué, Vitesse de chargement et/ou de
déformation ainsi que la forme et la taille dedade sont des parametres significatif pour la
détermination de la mécanique cellulaire. Malgréa,cées résultats issus de toutes ces
techniques, confrontés aux différents modeles thaes développés actuellement permettent
de faconner une représentation cohérente de lanigéeacellulaire. Pour des temps de
sollicitation inférieurs a la fraction de secontie réponse reflete la réaction des filaments
individuels, I'élasticité est plus élevée que pdes temps plus longs [HOF 06]. Pour des
temps de sollicitation supérieurs a 30 secondesgdaganisation cellulaire méne a des
relaxations qui constituent des réponses activda dellule. Pour des temps intermédiaires,
'application de forces extérieures peut impligdes changements dans la composition des
contacts focaux, la contractilité ou la rigiditdlgkaire.

L’influence du type de contrainte sur I'évaluatidas propriétés mécaniques de la
cellule a été développée par Martial Balland dars mémoire de these [BAL 04]. Tout
d’abord il rappelle que [l'utilisation de sondes y@at pas de liens spécifiques avec le
cytosquelette (microplaques) semble aptes a étledlmmportement passif des cellules, alors
qgue l'utilisation de techniques spécifiques (notaantnla magnétocytométrie) conduirait a
'induction de réponses biologiques dirigées. Bffemment, il a été montré que si les forces
étaient appliqguées spécifiguement au cytosquelette,redistribution spatiale des filaments
cytosquelettiques et un étirement du noyau étabservés [MAN 97] [ING 00]. Balland

utilise aussi les observations faites par Maksym Iaudispersion des rigidités cellulaires
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obtenues en fonction de la taille de la sonde papliquer les différences de résultats entre la
magnétocytométrie et 'AFM [MAK 02]. En effet ladace de contact en magnétocytométrie
est approximativement 1000 fois plus grande ques dwrcas d’'une indentation AFM. Cela
implique des amplitudes de contraintes tres diffia® De part le caractere non lin€aire de la
réponse cellulaire, il est alors clair que les mesule rigidité faites par magnétocytométrie (E
~ 10 Pa) ne peuvent étre que trés différentes desaelalisées par indentation AFM E.0°

a 10 Pa). Il y a plus de 20 ans Valberg précisait dgjaune bille de petit diamétre par
rapport aux grandeurs caractéristiqgues du mailiageeseau cytosquelettique pourrait révéler
les propriétés mécaniques non seulement de lawteudu cytosquelette mais aussi et surtout
du fluide visqueux I'environnant [VAL 87]. Les essdaits par Costa sur la capacité a
mesurer des rigidités spécifiques aux fibres desstconfirment cette hypothese. Il découle de
toutes ces observations que la comparaison desigiggomeécaniques cellulaires provenant

de diverses techniques expérimentales n’est pdsrite.

1.3.3. Les modeles viscoélastiques cellulaires

Il y a cinquante ans, des chercheurs ont essapgldjaer les modeles de la rhéologie
a la dynamique cellulaire (voir Annexe Al). La o#dl était alors décrite comme un matériau
viscoélastique simple dont certains constituantérdmiaient a son caractére élastique (cortex
d’actine) et d’autres lui conféraient son caractésgueux (cytosol et le mouvement relatif
des filaments d’actines entre eux). C’est ainsidgi@ombreux auteurs ont utilisé les relations
issues du formalisme des milieux viscoélastiquegpkds pour interpréter leurs mesures, puis
en tirer des parameétres effectifs comme la viséadynamique, le module d’élasticité ou la
constante de temps. L'utilisation du modele de Meakwun ressort représentant la
composante élastique en série avec un amortissprgsentant la composante visqueuse) ou
du modéle de Voigt (association d'un ressort etndamortisseur en paralléle) pour un
matériau viscoélastique était classique mais déscuEffectivement, tous ces modéles sont
unidimensionnels, ils suivent un formalisme disogétsont donc limités pour décrire le
comportement mécanique des cellules. De plus, demsodeles aucune information quant a
la structure et a la dynamique hautement complexeréeau ne peut étre intégrée.
Actuellement d’autres représentations sont plus nmonément acceptées. Il s’agit des
modeles structuraux, qui utilisent une descriptimtréte des éléments mécaniques du réseau

constituant la cellule. Par ailleurs, certains argent essaye d’appliquer le formalisme de la
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meécanique des milieux continus a la cellule maiscayn succes modeste. La description

détaillée des modéles présentés dans la suitettdepegtie est regroupée en annexe.

1.3.3.1.Les modeles comportementaux

Ces modeles sont fondés sur les relations entiteatote et déformation ainsi que leur
dépendance en fonction du temps. Les modéles coempentaux ont grandement évolué
depuis l'usage des premiers modeles viscoélastigiaples. La nécessité d'étudier la
meécanique cellulaire en régime dynamique a powesseéHercheurs a adapter des formalismes
plus complexes tels que les modelessttectural dampinget dematériaux vitreux mous
Dans ces derniers, les modules élastiques et vigagigvent une loi puissance de la pulsation
d’excitation. Des mesures de magnétocytométricrféms sur des cellules adhérentes ont par
ailleurs validé le modéle d&tructural danping [FAB 01] [HOF 06]. Comportement qui a

€également été observé pour des gels d’actinesrm[WAH 04].

1.3.3.2.Les modeles structuraux

Dans la seconde partie du XXieme siécle, les teckas d’exploration microscopique se
sont considérablement développées permettant ge€siemces de nanomanipulations comme
celles de microscopie a force atomique ; une dasmni du réseau constituant la cellule

comme une structure discréte a pu alors étre eygesa

Trois types d’approches ont alors été faites :

e La cellule vu comme un gel de polymére et capablasubir des transformations de
type solgel Ces modeles montrent aussi une dépendance degrieps
viscoeélastiques du cytosquelette en fonction deézuence de sollicitation

» Le réseau d’actine vu comme une mousse. Ces mosiatelslent les plus appropriés
pour prédire les rigidités des cellules testéeApd [STA 99].

* La structure du cytosquelette représentée par seaté de cables réticulés sous
contrainte (le modéle denségritédécoulant de cette approche). Ce modéle est le seul
a considérer le cytosquelette sous forme d'unectstrel tridimensionnelle issue de
'assemblage de plusieurs types de filaments.
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Stamenovic montra recemment que les modgiesturauxsont adaptés pour de courtes
sollicitations (donc a hautes fréquences), parreoitg ne le sont pas pour des sollicitations
plus longues, plus proches des temps physiologiffsiEA 07]. En effet, contrairement a la
majorité des études, le fluage des cellules étsdié&epas été seulement réalisé sur des temps
courts mais sur une gamme plus large allant de &.020 sec. La courbe de fluage montre
alors deux domaines en loi puissance séparés paplaieau (figure 1.14a). Elle est
caractéristique des matériaux viscoélastiques. teuxps courts (0.02 a 9 sec), Stamenovic
retrouve bien un exposant de l'ordre de 0.2, dassnent mentionné dans la littérature, et
déterminé théoriguement pour des modeélestateségrite [CAN 03] ou demousse Le
deuxieme exposant, pour les temps longs (14 ad@0)est plus élevé et de I'ordre de 0.6. Ce
type d’observations avait déja été fait par Despoet d’essais de fluage réalisés pendant
2000 secondes sur des myoblastes (cellules muss)lgar la technique des microplaques
[DES 05]. Malheureusement celui-ci s’était canto@né&étude du fluage pour des temps
inférieurs a 100 secondes, la ou il retrouvait lonpuissance d’exposant 0.2... (Figure 1. 14b
et ¢). On le voit ici, le domaine ou la courbe e suit une loi puissance d’exposant 0.2
est beaucoup plus large pour des myoblastes (jast0 secondes) que pour des cellules
pulmonaires (jusqu’a 9 secondes). L’'extension dedomaine dépendra des conditions

expérimentales utilisées.
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Fig. 1.14 : a ) Fluage observé sur des cellulempoaires par Stamenovic. Evolution
suivant 2 lois puissances séparées par un pldtealexposants sont respectivement
0.19 pour les temps courtset= 0.6 pour les temps longs. b) Courbe de fluagbaié
réalisée par Despart sur des myoblastes par le&msgstde microplaques. Plusieyrs
domaines de dépendance en loi puissance sont abtesyvc) Partie de la courbe e
fluage sur laquelle Despart a focalisé son étude.

Les difféerentes hypotheses des modeles décritmacitrent que I'unanimité sur une
représentation n’'est pas encore d’actualité. Laachygue du cytosquelette, et la prise en

compte de I'ensemble des filaments constituanytestjuelette restent des points a améliorer.
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La non-linéarité de la mécanique cellulaire renthplexe sa modélisation. On observe que
les modéles phénoménologiques sont souvent raliéseghniques expérimentales utilisées.
Par contre la tendance est au développement delesod@mportementaux permettant de
regrouper des résultats obtenus par toutes lesitpas. Le développement et la validation de
ces modeles restent encore du domaine de la réeherc
Nous avons vu précédemment que les techniquesegtigation différaient par la

facon d’appliquer la contrainte. La modélisatiompape des compléments. Il semble que la
prévision du comportement mécanique cellulaire rbtpar des techniques utilisant des
forces sous des petites déformations puisse éteepfar le modele de tenségrité, alors que le
modele alvéolaire serait plus en accord avec Isgltads issus de techniques ou de grandes
déformations sont appliquées aux cellules [STA[SG]A99] [COU 03]. On remarguera aussi
gue pour les techniques en accord avec le modeterdggrite, les efforts sont appliqués
directement au cytosquelette (magnétocytométrieicgs optiques). Au contraire, les
techniques apportant des résultats cohérents avaodéle de solide alvéolaire appliquent les
efforts mécaniques sur la surface de la cellules dimm avec le cytosquelette (indentation

AFM, microplaques).

1.4. Adhésion ostéoblastique

D’'une maniere générale, l'adhésion est un procegsuslamental directement
impliqué dans divers événements comme la croissaaarigration, la différentiation et la
survie de la cellule. On peut distinguer deux psakms I'adhésion de cellule. L'attachement
qui intervient a court terme, dans les heures giviesit la mise en culture, et qui met en jeu
des phénomeénes physico-chimiques liés aux foreetrigjues, charges de surface, forces de
Van der Waals... Puis vient la phase d’adhésion legltuproprement dite, qui constitue une
relation a long terme, faisant intervenir des pmé@imes biologiques conduisant a la
fabrication d'une matrice extracellulaire liant ¢etlules a leur substrat.

De nombreuses protéines intra- et extracellulaoed impliquées dans I'adhésion cellulaire :

- les protéines de la matrice extracellulaire : filmctine, collagene, laminine,
vitronectine...
- les protéines du cytosquelette : actine, paxilluieguline...

- les récepteurs membranaires : intégrines...
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1.4.1. Les sites d’adhésion cellulaire

Lorsque la cellule entre en contact avec le supjase forme localement des points
de connexion qui les relient physiquement. Ces ewions sont constituées par des
complexes transmembranaires qui relient la matideacellulaire (MEC) au cytosquelette
[BUR 89]. Ces complexes sont composés de regrouptsnde protéines appelées intégrines.
On nomme ces regroupements contact focaux (Figdfs.1Servant d’attache intracellulaire
aux fibres de stress, ces contacts focaux sontiscuta tension développée dans ces fibres.
On le comprend alors, les intégrines sont ausstd@seurs des tensions externes transmises
par la MEC a la cellule. En réponse a des stinarati elles modulent I'activation de
nombreuses voies de signalisation dans la celiidonction des voies activées les adhésions
vont soit servir de support a la nucléation d’astimanchée et a la formation de protrusions
membranaires, soit d’ancrage aux fibres de strtedsre servir de support au développement

de la traction sur le substrat

Extracelular matrix

Fig. 1.15 : Représentation schématique des comfsdam contact focah et
désignent les intégrines qui sont des moléculestnambranaires, Vin la vinculine, PAK
la paxilline, FAK les kinases des adhésions focadéssfilaments rouges représentent lgs
filaments d’actine [GEI O:

Les contacts focaux agissent comme support poativite des molécules de signalisation
dans la transduction des signaux. Pour cela, tegrimtégrines, les contacts focaux possedent
une composition moléculaire extrémement riche géedZAM 01]. lls sont aussi constitués
de protéines connectées entre elles, telles laetala paxilline, la tensine, le SRC, les
protéines RHO, etc.., toutes protéines du cytosdieel
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1.4.2. Les intégrines

Les intégrines forment une grande famille de rémagst transmembranaires
hétérodimériques [HYN 87]. Les intégrines sont cosges d’'une sous-unii€et d’'une sous-
unité B unies en un complexe non covalent. Il existe 1isamitésu et 9 sous-unitég ce qui
permet une vingtaine de combinaisons avec pourucigaane spécificité différente (figure 1.
16)[TOZ 96]. Les intégrines spécifiques de l'adbésiau collagene de type | et a la
fibronectine ont fait I'objet de nombreuses étugesivo mais surtout in vitro. Des travaux
effectués in vitro ont montré que I'expression ddégrines peut dépendre chez les cellules
ostéoblastiques de la composition chimique du nzaténtilisé comme support de culture
[SIN 96], de la présence d'une matrice extracelelgpréformée a la surface du support

(revétement par protéines matricielles exogenesdg sa composition [ELA 03].

Fibronectine

CY¥TOSKCLLCTAL
PROTEINES

ACTIR TALIN

Fig. 1.16 : Représentation schématique d’un dirdénéégrine avec ses deux sous unités
et ainsi que ses liens avec la fibronectine et lrectiu cytosquelette. [Adapté de :
http://www.cardiab.com/content/figures/1475-2849-3-jpg]

1.4.3. Impact de I'adhésion cellulaire sur le cytosquelett

La disposition générale des filaments d’actine ipigdint a I'élaboration du réseau
dépend de I'état d’adhérence cellulaire et de lhilité des cellules considérées. Des études
in vitro ont montré que des cellules qui adhérent peu a $egport présentent une
organisation des filaments d’actine désorganiséediftise. En revanche des cellules

immobiles et tres étalées ont un réseau hautenmgahisé, présentant des fibres de tension
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qui peuvent étre plus ou moins dirigées suivagiréad axe de la cellule [SAH 99]. Dans les
lamellipodes (extensions membranaires) des celleesnouvement, les filaments d’actine
paraissent plus organisés qu’ailleurs.

Au début de I'adhésion, des cascades d’événementssiopérer dans la cellule et
produire la contraction du cytosquelette [DeM Q3.signalisation interne dépend aussi de la
nature de 'engagement des adhésions avec la maixicacellulaire. Sur de faibles quantités
de fibronectine, il a été montré la formation detprsions et la migration des cellules, alors
gue sur des quantités plus élevées c'est l'augrmientale la contractilité cellulaire et
réduction de la motilité qui ont été observées [QTX

De plus, il a été démontré que I'organisation dtosguelette était étroitement liée a
celle de la matrice de fibronectine [ZHO 98] [BAIR]0Comme nous I'avons vu, la partie
intracellulaire des intégrines est associée, viacamplexe protéique, aux filaments du
cytosquelette. Les tensions exercées par les eglkur la fibronectine pourraient résulter de
son couplage avec le cytosquelette via les intégrih’arrét de la réticulation des filaments
d’actine est ainsi corrélée a une diminution detReation des intégrines de la familfd,

récepteurs de la fibronectine [ZHO 98].

1.4.4. Influence de la chimie du substrat sur I'adhésieltutire

Sinhah ainsi que Shah ont étudié les mécanismesemigeu lors de I'adhésion
ostéoblastique sur des disques d’alliages métaliqto-Cr et TAGV [SIN 96] [SAH 99]. lIs
montrent que les ostéoblastes humains issus deresilprimaires présentent de grandes
différences d’adhérence, de morphologie et d’étatgrselon I'alliage utilisé comme support
de culture. Sur l'alliage TA6V, le nombre de cedwilfixées apres 12 heures de culture est
plus important que sur l'alliage Co-Cr. Les ostéshts ont une forme plus aplatie sur TA6V
gue sur Co-Cr ou les cellules sont plus allongéesc ade nombreuses extensions
cytoplasmiques. Des analyses par immunofluorescentenis en évidence des différences
d’organisation du cytosquelette et de la plaquéltigion focale [SHA 99]. La formation de
fibres de stress est beaucoup plus importante @@nestéoblastes cultivés sur alliage de
TA6V que sur alliage Co-Cr pour lequel la F-actiest faiblement polymérisée.
L'immunomarquage de la vinculine révele que legipés d’adhésion focale sont réparties de
maniere homogene dans la cellule, au niveau deuttace® en contact avec le TAGV,
contrairement a l'alliage Co-Cr ou les spots decwiime sont moins nombreux et localisés

uniqguement au niveau du relief du matériau. Cetibelee semble donc démontrer que sur
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TAGV, les interactions cellule-matériau sont renéms avec des ostéoblastes épousant le
relief du support comparativement a l'alliage Cod0r lequel les interactions sont limitées,
avec des ostéoblastes fixés uniquement au niveaglidfidu support.

Au cours des derniéres années, de nouveaux coneeptété développés afin de
stimuler I'adhésion ostéoblastique sur les implamésalliques. Ainsi, le TAGV classique peut
étre modifié par greffage de peptides de synthéséenant la séquence RGD ; on parle de
fonctionnalisation du matériau. Ce greffage eseatfé grace a un procédé chimique
complexe, dont le but est d’obtenir une fixatioabée par formation de liaisons covalentes
entre les peptides biomimétiques RGD linéaires yaliques et la surface du matériau. Ces
séquences RGD greffées induisent une nette augtioentie I'attachement cellulaire allant
d'un facteur 2 a 3 par rapport aux mesures effestigir le TA6V natif [VER 02]. Des
expérimentations ont comparé les mécanismes d’adhéstéoblastique mis en jeu sur
composeés céramiques et sur le TA6V [OKA 98] [MAT] QRIP 01]. Ainsi, le réle des
récepteurs intégriniques spécifiques des protéilthes en séquences RGD semble encore
renforcé sur céramiques bioactives. En effet,lisstion de peptides RGD greffés sur alliage
TAGBV et sur hydroxyapatite montre que les dosepe@ide nécessaires a la fixation et a
I'étalement de 50% des cellules ostéoblastiquest Sofois plus faibles sur le composé
phosphocalcique que sur l'alliage métallique [OK8].9Ces résultats sont en accord avec
ceux de Matsuura ainsi que ceux de Kipaldi observent que les céramiques d’HAP,
incubées en présence de sérum, adsorbent destésaiei fibronectine et de vitronectine
nettement supérieures a celles observées sur |& BAGcier inoxydable (316 L) [MAT 00]
[KIP 01]. L'adhésion des ostéoblastes sur HAP sem@¥pendre essentiellement de
'adsorption de la fibronectine et de la vitronaetisérique, contrairement aux alliages
meétalliques sur lesquels I'adhésion est induite yrge coopération entre les glycoprotéines

sériques et d’autres protéines contenant les ségadRGD.

1.4.5. Influence de la rugosité du substrat sur 'adhésihulaire

La visualisation par microscopie électronique sabpafe, de cultures cellulaires sur
supports métalliques a permis de démontrer quedipmologie et I'étalement des cellules
ostéoblastiques et ostéosarcomateuses dépendaipaitie de la rugosité et de I'organisation
de la surface des biomatériaux donc de la natuteaitement de surface effectué (polissage,
sablage, attague acide) [ANS 00-a]. En général, os®oblastes ainsi que les lignées

ostéoblastiques (MC3T3) et ostéosarcomateuses (8)Gebltivees sur disques de titane ou
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TAGV a surface lisse, forment une monocouche togsdyene constituée de cellules plates et
étalées dont la morphologie rappelle celle obsesugesupport plastique. Par contre sur
surfaces rugueuses, ces mémes cellules sont piitsspet présentent une forme cuboidale
avec émission de nombreux filopodes dirigés verselef du matériau ou vers d’autres
cellules. Ces résultats ont permis d’émettre I'jpse que les ostéoblastes cultives sur
surfaces rugueuses ont une morphologie correspornaades cellules beaucoup plus
différenciées que sur polystyrene et surfacesdifBOY 95].

L’attachement ostéoblastique sur implants métadsgdépend lui aussi de I'état de
surface du matériau. En effet, les données bildjplgigues sont concordantes et montrent que
I'attachement ostéoblastique est supérieur lorspdemieres heures de culture sur matériaux
traités par polissage (surfaces régulieres avecoR®ris entre 0,3 et 1 um) ou sur supports
traités par sablage, attaque acide ou projectiandi(surfaces chaotiques avec Ra compris
entre 2 et 6 um) par rapport aux matériaux classiqie culture cellulaire tels que le
polystyréne (surfaces lisses). Plusieurs auteurpmposé une modélisation mathématique
démontrant gqu’il existe une corrélation entre dattement ostéoblastique et I'état de surface
des supports caractérisé par sa dimension fradtalealcul de cette deniere est effectué a
partir des parameétres de rugosité classique R&rBfil macroscopique) et de la surface de
contact entre la cellule et le support (profil m&ropique) [DEL 01] [ANS 00-b] [LOH 00].
Les effets de la rugosité sur l'attachement cdlelant été confirmés de maniere plus
poussée par I'étude des interactions substrat-ceaéxtracellulaire-ostéoblaste [ANS 00-c].
Ainsi, sur surfaces polies, les protéines matiiesetelle que la fibronectine et les filaments
d’actine sont, comme les cellules ostéoblastiqoemnisées de facon parallele contrairement
aux surfaces rugueuses ou I'on observe que lessfilte stress sont plus épaisses et organisées
le long du grand axe des cellules avec des praéiraricielles qui n’ont pas d’organisation

particuliere.

1.5.Les biomatériaux

La société européenne des biomatériaux définitiométériau comme « un matériau
non vivant utilisé dans un dispositif médical desta interagir avec les systeme biologique »
[SOC 86]. Ces matériaux doivent répondre a un graeordbre de critéres pour pouvoir étre
intégrés et perdurer dans 'organisme vivant. ds/ent étre biotolérants, biocompatibles et

biofonctionnels.
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Il est possible de les classer en quatre catégories

* Les matériaux d’origine naturelle
» Les métaux et alliages métalliques
* Les polymeres et matieres molles

* Les céramiques

Ce dernier type de matériaux nous intéresse phétiement puisque notre travail a
porté sur le comportement d’'ostéoblastes déposédesuhydroxyapatites substituées. Nous
axerons notre description des biomatériaux surdentitique du remplacement osseux.

1.5.1. Les matériaux d’origine naturelle

Le plus efficace des matériaux de reconstructisewse est I'autogreffon, celui du
patient lui-méme. Il contient tout les éléments tihsu osseux : cellules, protéines et
minéraux. Malheureusement, les prélévements saritigativement limités et la durée de la
chirurgie se trouve accrue. L’alternative est albaflogreffe, des os provenant d'autres
individus humains sont alors utilisés. Il peut &tessi pratiqgué des hétérogreffes, greffe entre
deux individus, un donneur et un receveur, qui Emgraent a deux especes différentes
comme par exemple une greffe d’origine bovine, 'atilisation du corail comme substituts
0SSeux.

Malheureusement le rejet des greffes, la transomssle maladies via ce type
d'implants (prions, sida...) ainsi que les probléndé&hiques que les allogreffes peuvent

poser restent importants.

1.5.2. Les métaux et alliages métalliques

L'utilisation des métaux et alliages a été faitpuls longtemps pour des applications
biomédicales. Ainsi, un implant dentaire en fergéofut découvert sur un jeune homme qui
vivait a I'époque galloromaine. De nos jours, leeléppement des biomatériaux métalliques
conduit a leur utilisation dans plusieurs domainesjcipalement en orthopédie (clous, vis,

plaques, articulations) ou en stomatologie (prabhesnplant dentaires).
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Aujourd’hui il existe 3 grandes familles d’alliagesployés comme implants ou prothéses :

e Les aciers inoxydables
* Les alliages a base cobalt

* Les alliages a base titane

Dans notre étude, nous avons utilisé l'alliagengtalA6V comme matériau de
référence pour le remplacement osseux. Sa compositassique est Ti, Al (6%), V(4%), Nb
(7%)

1.5.3. Les polyméres et matiére molle

Méme si ce type de matériaux n’'est pas utiliséctirment pour le remplacement
osseuy, il est tres présent au niveau des prottetieslaires de hanches et du genou pour
minimiser le frottement avec les constituants ntigteds ou céramiques. Pour ces
applications, il est principalement utilisé des ygthyléenes haute densité (UHMWPE).
L'utilisation de ciment PMMA (PolyMethylMethAcryla) est aussi tres classique pour la
fixation d'implants orthopédiques.

1.5.4. Les céramiques

Malgré leur fragilité, plus grande que celles detaux et alliages, les céramiques ont
un réle prépondérant en chirurgie orthopédique ggracleur biocompatibilité (inertie ou
bioactivité) et de bonnes propriétés tribologiquésn retrouve trois grandes classes de

biocéramiques : les céramiques bioinertes, bioastet résorbables [BER 03].

1.5.4.1.Les céramiques bioinertes

Le champ d’applications principal de ces céramicgstde remplacement articulaire et
les prothéses dentaires. Les deux céramiquesusaiflisées dans ce domaine sont I'alumine
Al,O3 et la zircone Zr@sous forme stabilisée [HEN 91]. Leur inertie papport aux tissus
environnants leur confére une biocompatibilité avitle rejet (pas de risque d’infection, de

réaction immunitaire ou inflammatoire). Ces cérami ne sont pas solubles dans le milieu
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physiologique et par conséquent stables dans lpstelna liaison développée entre le substitut
et le tissu osseux se fait par accroche mécaniiguene fine capsule fibreuse située autour de

limplant.

1.5.4.2.Les céramiques bioactives

On appelle bioactives des céramiques dont la récthimique de la surface entraine
la formation de tissus normaux a sa surface. Uadaolubilité de ces matériaux permet de
créer une liaison intime entre leur surface etsleutenvironnant. Les principaux composes de
cette catégorie sont les bioverres et 'hnydroxyis@@IEN 91] [BER 03]. L'un des problemes
majeurs des bioverres est leur mauvaise tenue ma@eaqui empéche leur utilisation dans le
cas de mise en charge importante. L’hydroxyapatitesphocalcique (G&POy)s(OH),, HA)

et ses domaines d’applications seront présentdgtails dans les paragraphes suivants.

1.5.4.3.Les céramiques biorésorbables

Pour cette famille, c’est la solubilité qui estherchée. Actuellement, le phosphate
tricalcique béta (GPOs)-p , TCRy) est la céramique biorésorbable la plus utiliSsevitesse
de résorbabilité élevée reste un probléme encolenaidrisé. En effet, sa dégradation rapide
implique une perte de propriétés mécaniques qupaw étre compensée aussitot par la

repousse osseuse.

1.6. Les apatites phosphocalciques synthétiques a usdujelogiques

Que ce soit dans le cas de céramiques bioactivesooésorbables, les biocéramiques
a base de phosphate de calcium sont largemenséesli Elles forment une famille de
composeés chimiques de structures et de compositemnables. Elles peuvent apparaitre sous
différentes formes : hydrates, hydroxydes ou ands/dElles sont habituellement décrites par
leur rapport molaire Ca/P. Les principaux compopéssphocalciques utilisés comme
substituts osseux sont présentés dans le tabl2au 1.

L'hydroxyapatite phosphocalcique stoechiométrique(0,)s(OH), (HA), par sa
structure cristallographique et sa composition apira trés proches de la phase inorganique
du tissu osseux naturel, fait état de matériau éérence pour la substitution osseuse.

Cependant, sa tres faible résorbabilité rend ceémaat difficilement utilisable pour des
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applications nécessitant une ostéointrégrationrdeafidOl 98] [BAR 00-A]. A contrario, le
phosphate tricalcique béta fRRQy), (B-TCP) totalement résorbable, ne peut étre employé d
fait de sa résorption totale et rapide dans le dmdésions soumises a des contraintes

meécaniques trop importantes [DUC 93].

Nom Abréviation Formule Chimique Ca/P
Phosphate dibasique dihydrate DCPD Ca[HPO4], EHEO 1,00
Phosphate dibasiqgue anhydre DCPA CaHPO4 1,00
Pyrophosphate de calcium Cazl:'zo_7 1,00
Phosphate octocalcigue QCP CaSH:[PO4]&,5H:O 1,33
Phosphate tricalcique a et B TCP CaE[I:'O“]2 1,50
Hydroxyapatite HA CaICI[PCId]&[DH]2 1,67
Phosphate tetracalcique monoxyde TCPM Ca40[|304]: 2,00

Tabl. 1.2 : Les principaux phosphates de calciubl[€4]

Les matériaux composites particulaires biphaséd BACP (BCP) ont I'avantage de
pouvoir associer la stabilité de I'HA et la biondsbilité du B-TCP [RAY 02-C].
L'hydroxyapatite synthétique partiellement substtypar des ions carbonate, tout en étant un
matériau monophasé, allierait les mémes avantageslas mélanges HA/TCP [DOI 98].
D’autre part, la substitution partielle des ionogbhate par des ions silicate améliorerait
I'ostéointégration de ces matériaux et la présedeegroupement Sihy en surface
favoriserait leur fonctionnalisation [THI 05] [THI7] [HUA 05].

1.6.1. L’hydroxyapatite stoechiométrique
L'hydroxyapatite stoechiométrique {g@0O)s(OH), (HA) appartient a la famille
cristallographique des apatites de formule génévida (X04)s(Y)2, composeés isomorphes
possédant la méme structure hexagonale. Me repeégénéralement un cation divalent, XO
un groupement anionique trivalent et Y un anioruowgroupement ionique monovalent. Elle
cristallise dans le systeme hexagonal selon lepgralespace BfBn avec comme parameétres
de maille a = 9.432 A et ¢ = 6.881 A [KAY 64]. L'Hge caractérise par un rapport molaire
Ca/P égal a 1.667 et une densité théorique de 3LEbStructure cristallographique de I'HA

est mise en évidence sur la figure 1.17.
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Fig. 1.17 : Projections de la structure de I'hydmapatite sur les plans (001) et (010).
[PAL 07]

Il existe deux types de tunnels perpendiculairesplam (001). Les premiers sont
centrés sur les axes ternaires de la structurengtagcupés par 4 ions €dcommunément
désignés par GQa Leur diamétre est d'environ 2 A. Ils apparaissem la projection de la
structure par rapport au plan (010). Le second tigrinnel est centré sur les axes a symétrie
hexagonale paralléles a I'axe c. Leur diamétre@sipris entre 3 et 3.5 A. Ils sont occupés
par 2 ions OH(au centre) et par 6 ions €4notés Cg). La projection de la structure sur le
plan (001) met en évidence la symétrie hexagonaleed tunnels. Les tunnels revétent une
importance particuliere dans le comportement ploysiimique de I'apatite par leur aptitude
a favoriser les échanges ioniques. En effet, las OH jouissent d'une grande mobilité et
peuvent donc étre facilement substitués soit psiia®s monovalents (Cbu F), soit par des
ions bivalents comme GO. Des substitutions sont également possibles susites C&
(Mg?*, Na', zr** ..) ainsi que sur les sites PO(Si0,>CO:*, HPQZ...). Tout au long de
cette étude, les sites hydroxyde (Dt phosphate (P®) de I'hydroxyapatite sont notés

respectivement sites A et B. Afin de maintenireld#toneutralité au sein de la maille, les
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échanges ioniques mettant en jeu des especesateesldifférentes entrainent la création de
lacunes sur les sites €at/ou sur les sites OHLa capacité de la structure apatitique a
accueillir un grand nombre d’ions différents darsague site de son réseau permet
d’envisager des matériaux avec des compositiorféreiftes, susceptibles d’influencer la

réponse biologique du matériau.

1.6.2. Les hydroxapatites silicatées

L’étude de la substitution des ions phosphate{lPPar des ions silicate (Si©) dans
I’hydroxyapatite (Si-HA) est récente. Peu de moslélécrivant cette substitution ont donc été
établis jusqu’a présent. Le modele retenu pardpait des auteurs est :

Caro(POy)ex(SiO)x(OH) [x 0< X< 2 [GIB99] Eg. 1.2

Il prévoit que I'électroneutralité est conservée fm création d’'une lacune d’ion
hydroxyde, notée . D’'aprés ce modele, le nombre théorique de sdigabuvant étre
introduit dans la maille est de deux, correspondanth taux massique de silicium de 5.82%
(Yomassique Silicate = 19.1%). Le composé résultant d'une tedlgbstitution est appelé
silicocarnotite et sa formule chimique estROy)4(SiOy),. Le taux de silicium pouvant étre
introduit dans la maille apatitique semble étratéyncependant une large gamme de teneur en
silicium a été étudiée, de 0.1 a 5% en masse. Réeeaim Palard a élaboré des céramiques
denses d’apatites silicatées contenant jusqu’antbl®e de silicates sans phase secondaire
[PAL 07]. Pour des taux supérieurs (jusqu'a 1 mola)densification de ces matériaux ne
semble pas possible sans formation de seconde.phase

Du point de vue biologique, il apparait que linporation de silicium dans
I'hydroxyapatite augmente la bioactivité des matéxi Les premieres études [GIB99-b] ont
montré que les apatites silicatées n’étaient peigjues vis a vis des cellules ostéosarcomes
humaines (HOC), et que l'activité de ces cellulestdres similaire a I'activité de cellules
cultivées sur I'HA pure. De plus, I'activité métdigpie de ces cellules cultivées directement
au contact des deux matériaux (HA et SiHA) est pinportante avec I'apatite silicatée
gu’'avec I'hydroxyapatite.

In vitro, entre un jour et une semaine de culti&]|et-Regi montre que plus le taux
de silicium incorporé dans l'apatite est importaplus la prolifération de cellules

ostéosarcomateuses humaines est grande [VALOSJcdrporation de silicium stimule donc
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la prolifération cellulaire. Les études sur ostésbés humains se résument au travaux récents
de Thian et Huang [HUAOS5][THIO5][THIO7] consacrédaaculture de cellules sur des films
minces d’hydroxyapatites silicatées. Thian évalaetivité cellulaire par comparaison entre
des dépots traités thermiquement d’hydroxyapatitechiométrique (HA) et d’apatites
silicatées contenant 0.8, 2.2 et 4.9% en masselideis (x = 0.28, 0.78 et 1.71 mol)
[THIO7]. Les résultats montrent 'augmentation Getivité cellulaire sur SiHA par rapport
aux cellules sur dépbts de HA. Cette augmentatiactidité est d’autant plus marquée que le
taux de silicate est grand. Par contre, au-deld 2 en masse de silicium (x = 0.78 mol), le
nombre de cellules n’augmente plus et décroit m&omnes plusieurs jours. Huang arrive aux
mémes conclusions concernant I'activité cellulaieedépbts contenant Iégérement moins de
silicium (% massigue < 2%), mais non traités thguament [HUAO05]. Cependant, la
comparaison entre deux films de titane recouveriSd¢A contenant 0.8% en masse de
silicium (x = 0.28 mol) montre que le traitemengnmique améliore les résultats, notamment
avec l'augmentation du nombre de cellules poureanps de culture donné [THIO5].

La morphologie des cellules subit aussi des charg&ren présence de silicium. A
partir d’'un jour de culture [HUAO5] [THIO7], le cgsquelette des cellules sur SiHA présente
des fibres de stress alignées selon I'axe longcdiisles. En comparaison, I'organisation sur
HA est diffuse avec moins de microfilaments et aibels plus petites. Aprés quelques jours
de culture, les cellules se recouvrent dans deesampnes et y produisent de la matrice
extracellulaire [HUAOQS]. La présence de siliciummdd’hydroxyapatite modifie ses propriétés
de surface, conduisant a un effet stimulant sprdeessus de biominéralisation.

Thian avance que I'amélioration de la bioactivités dsubstrats de titane par le
recouvrement avec SiHA est la combinaison de plusieffets. Premiérement, la présence
d’HA qui, grace a ses propriétés ostéoconductricemrise I'attachement, la prolifération et
la différenciation cellulaire et deuxiemement |l&gence de silicium dans I'HA qui semble
étre un facteur important pour la stimulation détabolisme osseux. En effet, le silicium
induit 'augmentation du taux de dissolution corsdut au relargage des ions calcium,
phosphore et silicium dans le milieu de cultureeWouvelle couche d’apatite carbonatée se
forme rapidement et devient un site idéal pourcfache et la croissance cellulaire, donc pour
la formation osseuse. De plus, le silicium relargagt se lier avec I'oxygene pour former un
réseau en surface capable de retenir des protéiflegothése étant que les protéines
peuvent se greffer a ce réseau silicaté, amélidatdachement cellulaire par leur interaction
avec les intégrines des ostéoblastes. Le procelesusnéralisation en est donc amélioré lui

aussi.
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1.6.3. Les hydroxapatites carbonatées

Comme cela a été rapporté précédemment, la phasgamque des tissus osseux
s'apparente a une apatite phosphocalcique polyisdes [LEG 86]. La substitution par les
ions carbonates peut étre de type A, de type Beotype A et B. Les matériaux ont alors les

formules chimiques suivantes :

Type A : Cao(POy)6(OH)2-2x (CO3)xVx avec (X x<1)
Type B: Cao.(VCak(POn)s-«(COs) x(OH)2-xV x avec (< x<2)
Type AetB: Cfb-x+y(vca)x-y(PO4)6-x(CO3) x(oH)Z-x+2y-22(CO3)ny-2y+z

avec (< x<2) et (0<2y<x) et (0< z< 2-x+2y)

La variable x représente la quantité d’ions hyddes/ substitués par des ions
carbonates. Lorsqu’'un ion carbonate remplace un pbosphate [|'électroneutralité est
conservée par la création d'une lacune de calciggtduplée a une lacune d’ion hydroxyde
Vx [LAB 73] [ELL94]. Les apatites carbonatées de typeu B cristallisent dans le systeme
hexagonal. L'introduction d'ions carbonate au diine apatite phosphocalcique conduit a un
composé dont la structure et la composition chimiqandent vers celles de l'apatite
biologique naturelle. L’incorporation de carbonatistabilise la structure apatitique,
augmente sa solubilité et conduit & un matérias pdsorbable [HAN 02]. Dans ce sens, les
travaux de Doi, dont le but était d'apprécier lporése in-vitro d'une apatite carbonatée de
type B sodée vis a vis des ostéoclastes, se sénésaencourageants. En effet, les résultats
montrérent que la Na-B-GEAps et l'apatite biologique naturelle sont toutes deux
résorbables par les ostéoclastes contrairemeRtAa[DOI 98]. In vivo les premiers résultats
de l'étude menée par Landi montrent une bonne bipadibilité et une bonne
ostéointégration des implants d’hydroxyapatite cadtée de type B, avec de meilleures
propriétés ostéoconductrices et une biorésorptios papide comparée a I'hydroxyapatite
steechiométriqgue [LAN 03]. Malgré cela, peu d’étutdésogiques ont été réalisées sur des
eéchantillons denses d’apatites carbonatées deBtype

Au cours des traitements thermiques utilisés padatbrication des pieces, l'instabilité
de ces composés se traduit par une décompositigrar d'apparition de phases secondaires
notamment de chaux. Grace aux travaux de Lafost ipessible aujourd’hui de produire des

apatites carbonatées de type B denses avec urdéaoarbonates maximal de 7.3 % [LAF
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04]. Ce taux étant supérieur a celui de lI'os humdirautorise I'évaluation biologique

d’apatites de compositions proches de celle de I'os

1.7.Conclusion et objectifs de thése

Au vue des travaux actuels, il apparait que I'ipooation de silicium ou de carbonate
dans I'hydroxyapatite augmente sa bioactivité. kgsaisin vivo mettent en évidence un
excellent comportement de ces matériaux. Malheereant I'étude biologique de ces
apatites est souvent réalisée sur des matériaux deradifies ou polyphasés. Dans ces
conditions, il est difficile de statuer sur le r@éfectif du silicium ou du carbonate. Les
travaux de Pallard et Lafon permettent de prodespectivement des apatites silicatées et
carbonatées denses et monophasées. Sur ces bagestifl principal de ce travail a été
d’évaluer biologiquement ces matériaux afin de ige¥de réle du silicium et du carbonate.

La bioactivité est un terme générique qui recoudes aspects variés. Nous nous
sommes intéressés a la dynamique de la populatituaire au contact de ces matériaux,
ainsi qu’a la qualité de l'adhésion des cellulegll€ci a été approchée directement par
marquage immunofluorescent (mise en évidence dasas focaux) et indirectement, d’une
part, par le marquage fluorescent des fibres diaat, d’autre pat, par la valeur de la rigidité
des cellules adhérentes. La mesure de la rigidité astéoblaste adhérent a une surface n’est
pas chose aisée comme ce chapitre I'a montré. ldwass choisi d'utiliser I'indentation
AFM.

Au cours de cette indentation la cellule sollicipiit réagir par I'intermédiaire de son
cytosquelette. Ce qui nous a conduit a étudierolaportement viscoélastique des cellules
adhérentes, et dans ce but a mettre au point utteodeéoriginale utilisant le microscope a

force atomique.
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Chapitre 2 : Préparations et caractérisation des
échantillons de biomatériaux et techniques
experimentales
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Ce chapitre propose, dans une premiere partiederightion du procédé utilisé pour la
préparation de pastilles d’hydroxyapatite stcechibgue, carbonatée et silicatée. Les
techniques de biologie cellulaire sont regroupéassdune seconde partie. Enfin, une
troisieme partie sera réservée a la descriptida dacroscopie a force atomique, son principe
et les applications que nous en ferons.

2.1.Préparation et caractérisation des biomatériaux

2.1.1. Montage et protocole de synthese des poudres dgpat

En utilisant les travaux de Raynaud et ceux derafous avons produit des poudres
d’hydroxyapatite stoechiométrique et des poudregdithxyapatite carbonatée de type B avec

plusieurs taux de carbonate [RAY 02a] [LAF 04].fbamule générale de ces composés est :

Cayox (Vca)x(POr)sx(COs) (OH)24Vx Eqg. 2.1

dans laquelle x représente la quantité d’ions phatgpsubstitués par des ions carbonatgs, V
les x lacunes d’ions hydroxydes,d¥ les x lacunes de calcium.

La production des pastilles d’hydroxyapatites aibes n'a pas été réalisée par nos
soins mais par le laboratoire des Sciences desé@ecCéramiques et de Traitement de
Surfaces (SPCTS UMR 6638-CNRS). Ces matériauxamime formule chimique :

C310(PO4)5-X(SiO4)X(OH)2_XVx 0<x<?2 Eq 2.2

I'électroneutralité est a nouveau conservée parrdation de x lacunes d’ion hydroxydes,
notée \, et x représente la quantité d'ions silicates suiastt les ions phosphates. Nous ne
présenterons pas ici le protocole detaillé de €altion de ces poudres.

La précipitation en voie aqueuse est la voie d¢hege utilisée. Elle consiste a ajouter
une solution phosphatée a une solution de calciuptl et température régulés. La solution
de phosphate contiendra le cas échéant soit laungeaa de carbone, soit le précurseur
silicium afin de produire respectivement des apatitarbonatées et silicatées.

Le schéma du montage que nous avons utilisé ésempte figure 2.1. Une solution de
nitrate de calcium Ca(N§D est introduite au sein du réacteur puis chaufféeaintenue a la

température choisie a l'aide d'un chauffe balldre r& une sonde de température (Horst,

46



Chapitre 2 Préparation des biom&éx & techniques expérimentales

Allemagne). Afin d'éviter toute carbonatation depatdes par le gaz carbonique
atmosphérique, un flux d'argon balaye le réact€erdernier est mis a reflux afin de limiter
les pertes de liquide par évaporation. Pour l'épasitoechiométrique le pH du milieu
réactionnel est ajusté puis maintenu a sa valeurcaisigne par une pompe doseuse
régulatrice (BL 7916 Hanna Instruments) connecté@e électrode de pH. L'ajustement du
pH se fait par ajout d'une solution d'hydroxyderateonium NHOH. Deés lors, la solution
d'hydrogénophosphate de diammonium (NHPO, et du précurseur de carbonate le cas
échéant est ajoutée a débit régulé a celle deucal@ l'aide d'une pompe péristaltique
(Minipuls 3 Gibson). Les solutions sont maintensesis agitation mécanique (Heidolth,
Allemagne) durant la synthese. L'ajout terminéprécipité formé est laissé a maturation, a
température controlée sous agitation et flux diardmrs de la maturation des précipités
d’hydroxyapatite carbonatée le pH n’est pas coétrAll'issue de la maturation, les précipités
sont filtrés sous vide, lavés a l'eau distilléespsiechés dans une étuve a l'air pendant 24
heures & 80°C.

Débitmetre
—— Régulateur
Pompe : <« Argon et sonde de
. Agitateur
N pH régulatrice > e températur
5C OOg de pH mécanique
® ’ Pompe T
Péristaltique

)
n O« °rn
____________ h
N @ .
1
1
QU2 !
— h

PP ——

Solution 1 Electrode de pH :
; ! S N 1
d’ammoniaque ! Réfrigérant Sonde de température 1
: M= :
: = :
I Réacteu . Solution de phosphat, HE :
L + précurseu \ B :
o al )
Régulateur Solution de calciun — :
de 1

N/
température  |® 0000 m _ 1
Chauffe-ballon Agitateur K

O O I

Fig. 2.1 : Schéma du montage de synthese par fiedimp en voie aqueuse

En nous référant aux travaux de Raynaud et Lafons megroupons dans le tableau
2.1 les parametres retenus pour les synthéses [B2bY{LAF 04]. Le rapport molaire Ca/P
en réactifs reste inchangé et égal a 10/6 quelée st la composition a synthétiser. La
concentration de la solution de nitrate de calcieste fixe et égale a 0.6413 mot-LIl est

possible de faire varier le taux de carbonate aésigités en modifiant respectivement la
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valeur du rapport molaire GEYPO,* en réactifs (noté (C/R)cirdans le reste de I'étude). Les
synthéses sont réalisées a partir de valeurs R4 qui varient de 0 (pour la synthese de
I'HA) a 1.

- Poudres Hydro_xyapa‘gltes Hydroxyapatites carbonatées
Parameétres StoeCh|0metr|queS
Solution de calcium Nitrate de calcium Ca@O | Nitrate de calcium Ca(Ng)
, Hydrogénophosphate Hydrogénophosphate
Solution de phosphate diammonium (NH),HPO, diammonium (NH),HPO,
Type de précurseur
chimique (NHZ)HCO;
Débit dgjout oJe la solutior 10 ml.min-1 10 ml.min-1
PO,™ + précurseur
Temps de maturation 30 min 30 min
pH de réaction pH =8.1+0.1 pH=9.0+0.1
T° de réaction T =95-99°C T=90°C

Tabl. 2.1: Parametres de synthése des poudregtiteapstoechiométriques et
carbonatées

On repérera les poudres d’hydroxyapatites carbesgiar la nomenclaturgtdA ouy
représente le (C/R)«irde la poudre. Dans notre étugegst fixé a 0.125, 0.250, 0.5 et 1.Le
tableau 2.2 regroupe I'ensemble des caractérisighieniques des poudres produites.

Compositions| (Ca/P).cacis] Nc (MOl) | (C/P),¢acs
HA 1.67
G HA 1.67 0.03 1/8
G HA 1.67 0.06 1/4
G:HA 1.67 0.12 1/2
C,HA 1.67 0.24 1

Tabl. 2.2 : Paramétres de synthése des poudreatitiéesp

2.1.2. Caractérisations des poudres d’apatites stcechiguesret carbonatées

Apres séchage, les poudres sont désagglomérébsoyage a sec dans un mortier en
agate. Les différentes techniques utilisées rensaigsur les caractéristiques structurales,
chimiques, morphologiques et physico-chimiques kacaone des compositions préparées
Afin de réduire les erreurs liées a la présencqudmtités non négligeables d'eau adsorbée et

de résidus de synthése (en particulier les ionstaitet ammonium), les poudres brutes
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d'apatites carbonatées ont été calcinées 2 heud®@®°& sous air avant d'étre analysées.
Lafon a montré que le taux de carbonate au seitaplatite restait inchangé entre la poudre
brute et la poudre calcinée, mais que ce traiteqemtait conduire a une augmentation de la
cristallinité de la poudre [LAF 04].

2.1.2.1.Analyses structurales - Diffraction desores/X

L'analyse des phases présentes dans les poudreegopastilles apres frittage) est
faite par diffraction des rayons X (DRX). Les difftogrammes sont enregistrés avec la
radiation Cuk, sur un diffractometré/20 Siemens D5000. Les clichés DRX sont enregistrés
dans l'intervalle 5 - 80° (en62 avec un pas compris entre 0.01 et 0.04° et depsade
comptage compris entre 2 et 10 s en fonction dEsnmations requises. Les phases sont
identifiées par comparaison avec les référencefctiier ICDD-PDF (International Center
for Diffraction Data - Powder Diffraction Files).eLtableau 2.3 regroupe les numéros des
fiches PDF d’intérét ainsi que les composés comedants.

Nature du composé N° Fiches POF Nature du composé N° Fiches PDF
CalO(PO:l)e(OH)z - HA 9-432 Calo(PO4)4(S|O4)2 40 — 393
CaO 37 — 1497 .
Ca(SiOy) 86 — 401
Ca(POy), - TCP -a 9-348
Cay(PQy), - TCP -8 9 — 169 Ca0(PQ), 25-1137
2 CaSiQ 43 — 1460

Tabl. 2.3 : Fiches PDF de référence pour l'indeates différents composés

La superposition de la raie caractéristique prialeime la chaux sous forme Ca(QH)
correspondant au plan (200) a = 34,08° avec umedail'apatite (plan (202) & Z 34,05°
pour I'HA) rend difficile sa détection par analyBRX. L'absence de chaux est alors vérifiée
avec precision par immersion de I'échantillon dames solution de phénolphtaléine comme le
recommande la norme NF S 94-066 [AFN98]. S'il yrésence de chaux, du fait de sa

basicité, la solution vire au rose immédiatement.
Les résultats montrent qu’aucune coloration desitisnls aqueuses des poudres

d’apatites avec la phénolphtaléine n’est obsertréeuisant ainsi I'absence de chaux dans

toutes les poudres. La figure 2.3A présente le$radibgrammes de chacune des 5
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compositions synthétisées sur le domaine anguldite 50° avec un pas de 0.04° et un temps

de pose de 10 s. Les poudres sont toutes monoghasgeune structure apatitique.

A . * Apatitg | B * Apatitg
o Calcite =+ o Calcite

* o} o}

*% * **

\\?U;
Q
»
o CoHA
£
Co.12HA
HA A JIMI \
20 25 30 35 40 45 5025 29 33 37 40
20 (degres) 20 (degrés)

Fig. 2.3: Diffractogrammes complets (A) et diffragtammes partiels (B) des poudrgs
d’apatites carbonatées calcinées a 400°C pendzaures et d'apatites
stcechiométriques brutes.

2.1.2.2.Analyses spectroscopiques - Infrarouge

La caractérisation des poudres par spectroscofiarange a été menée sur un
appareillage Perkin Elmer Spectrum One (USA). lmscBes sont enregistrés entre 400 et
4000 cm' avec une résolution de 2 @mLes mesures sont réalisées en réflexion totale
atténuée (ATR). Le principe consiste alors a mettiecontact un cristal (ZnSe,) avec la
poudre a analyser. Le faisceau IR se propage @arsstal ; si I'indice de réfraction du cristal
est supérieur a celui de I'échantillon (n>2.42pralle faisceau subit des réflexions totales au-
dela d’'un certain angle d’incidence a l'interfaacdantillon/cristal a I'exception d’'une onde,
dite onde évanescente qui émerge du cristal etbsstirbée par I'échantillon. C’est cette onde
évanescente qui est responsable du spectre IR vébske tableau 2.4A présente les
fréquences des bandes d'absorption caractéristipsegroupements GOau sein d'apatites
carbonatées synthétiques de différentes nature8 (@, A/B). Le tableau 2.4B présente les

bandes d'absorption caractéristiques de plusiauresagroupements atomiques susceptibles
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d'étre présents dans les poudres d'apatites caéesnaynthétiques (résidus de synthése,

HPO,%, gaz carbonique adsorbé...).

Tabl. A : Bandes d'absorption caractéristiques des
groupements Cg* dans les apatites carbonatées (e™)

Griglrjl?qeun;gnts Bande d’absorption IR
v, 880 ; 878
> 1545 ; 1540 ; 1500 ;
CO~type A vs 1450 ; 1465
Vy 609-565
V2 873 Groupements , .
COtype B v, 1465 ; 1412 ioniques Bande dabsorption IR
- 710692 H-O-H, H20 3700-3000
COZtype B V2 871 adsorbée
(CGs, ) Vs 1470 - 1420 O-H de Ca(OH) 3569-3571
coZt B V2 871 CO, moléculaire 2340
ype "
(CO5,0H) v 1460 : 1420 H,O et CQ adsorbés 1630
N-O des
CO,* dans N 1452 ; 1470 ; 1500 ;
AB-CO;-Aps 2 1545 ;1568 Tabl. B : Autres bandes d’absorption susceptibles
5. vy 950 d'étre détectées dans les poudres (€7)
e A Ty 1045 ; 1025
P Vs 602 ;572
2 V1 957
C% df\ns B- 7, 1090 ; 1040
O-Aps = 602 ; 562

Tabl. 2.4: Bandes d’absorption susceptibles déétectées dans les hydroxyapatitels
carbonatées (Tabl. A et B) [LAF 04].

La figure 2.5 présente les spectres obtenus surdl#érentes compositions

carbonatées dans le domaine 4000 - 400.dras bandes dans les domaines 1200 - 900 cm

et 700 - 450 cr correspondent respectivement aux mog@, etv,PO, des groupements

phosphate de I'apatite. La bande & 960 est assignée @PO,. Les modessCO; etv,CO;

des groupements carbonates apatitiques apparaisspettivement dans les domaines 1500 -
1350 cn* et 900 - 850 ch (figure 2.6A et B). La comparaison des intensités bandes d'un

spectre a l'autre, rendue possible grace a la isatian des spectres, montre 'augmentation

du taux d'ions carbonates insérés dans la struapatitique avec I'augmentation du rapport
(C/P)eacit (Figure 2.5 et figure 2.6A et B). Les bandes &61dm, 1456 cnt, 1468 cnt

(Fig. 2.6A) et a 873 cth(Fig. 2.6B) reflétent clairement une carbonataties apatites en site

B. Ceci était attendu en raison du type de syntfigse 04].
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CoasHaA

CpasHA
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Fig. 2.5: Spectres infrarouges des poudres cakiigé 400°C sous air d’apatites
carbonatées de différentes compositions sur le ohen®0-400 cnl.

L'épaulement & 1540 ¢hassocié aux bandes & 1456 'crh468 cni (Fig. 2.6A) et
873 cm' (Fig.2.6B) confirme la faible carbonatation deetyp.

I
B
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sB B
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a8 \ / B Co1asHaA
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A T
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260 230 250
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2 -1
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£
g
=
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Fig. 2.6 : Spectres infrarouges des poudres casi@f a 400°C sous air d’apatites
carbonatées de différentes compositions sur le @& 00-133 ci (A) et sur le
domaine 100-400 cth(B).

Ce type de carbonatation est d’autant plus fortlguaux de carbonate incorporé est
faible. Phénomene déja observé par Vignoles quitraoque les apatites faiblement
carbonatées étaient susceptibles de contenir des garbonate en site A en tres forte

proportion [VIG 84].
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Le domainev,CO; (Figure 2.6B) fait apparaitre, sur certaines cositfoms, un
épaulement & 868 ¢ Ce dernier est généralement attribué & la préséna troisiéme type
d'ions carbonates dits labiles. Adsorbés en surdaseprécipités, ces ions doivent donc étre

considérés comme résidus de synthese
2.1.2.3. Analyse chimique du carbone

Les pourcentages massiques de carbone contendedagdchantillons sont déterminés
par analyse élémentaire (CS-444, LECO, USA). Legpe de la mesure consiste a chauffer
0,5g de poudre a haute température par inductios das creusets en alumine dans un flux
constant d’oxygene. Le carbone contenu dans lesnétibns est principalement transformé
en dioxyde de carbone et monoxyde de carbone. €as daz sont ensuite dosés par
spectroscopie Infrarouge. Des analyses sans pdodrédlancs) et des mesures avec des
étalons (3.76% de carbone) sont réalisées pougrttate droite d’étalonnage qui permet de
déterminer le pourcentage massique de carbone ldah@maine étudié. En supposant que
dans les poudres, le carbone est sous forme déarisonates, le taux de carbonates est

déterminé par la relation :

M cos-
X

mesuré
M C

% COZ = (% C) Eq. 2.3

massique massique

On regroupe sur la figure 2.9 les pourcentagesimess de carbonates contenus dans
les poudres pour les différents rapports C/P eatiféal’évolution de ces pourcentages en

fonction du rapport C/P en réactif est comparéelleé obtenue par Lafon.

9

A 1 B
(C/P)réactif % massiqueC %massique C032_ (\(‘5’ ®
0.125 | 053+0,044| HB4+022 | O°
0125 | 081+002| 409+009 | £°
0.5 120+0,04| 602+0,20 O\OE ’ T Cafon
1 1.49+0,04| 744+0,22 ’

[

(C/ P}réactn

0.25

0.5

0.75

Fig. 2.9 : (A) Pourcentage massique des€@ans les poudres carbonatées en fonction du

rapport (C/Paciit €t (B) évolution de ces pourcentages en comparaisameux obtenus
par Lafon.
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On retrouve une forte corrélation entre les deuxluions. Les deux courbes
représentées sur la figure 2.10 donnent I'évoludiopourcentage massique en ions carbonate
en sites B et la variation de la masse molairealposé décrit par le modéle (équation 2.1)
en fonction de la valeur du parametre sous stoswtiiquex. Lorsque x est égal a 0, le
compose a la formule chimique et la masse molard-h.

A B —
15 S 1050 _
] s massique CO3 r a4z0]
1 =---- Masse molaire N “\_&
;o + 1000 a.410
Om l[lE- S - N —é 9400,
ST T Fow §
S . " . L ] B 00l .
- - C 5 I o
8 1 . Lon s \
& 55’ “".. r @ ,_.,_,,.,' - s
~. Ism 2 | \
w. | 9,500
] L k"
03 . . . [ 200 B.350| A\
05 1 15 2 _
Sous steechioméirie x o L - W - 1% 3
Compositions Co12s| Cozs | Cos Coa Compositions Co2s| Cops Cos Coa

Fig. 2.10 : (A) Evolution du % massique en iondoa@ates en sites B en fonction de 1a
sous stoechiométrie x et (B) évolution du parameégrenaille a de I'hydroxyapatite
carbonatée en fonction du taux de carbonatatioB[IZ&]. Sont regroupées dans des

tableaux les valeurs de x et a associées a nososaEy

Le taux de carbonatation de l'apatite est contdidémaniere reproductible par la
valeur du rapport (C/R)iis choisie lors de la synthese. Une formule chimigatsfaisante

de ces composeés estiGgPOy)s-x(CO3)x(OH),.« avec x variant de 0 a 1.1. Les formules des
poudres produites sont alors les suivantes :

Co12HA : CaysAPOy)s5(COs) 0.4 OH)1 57
Co2HA 1 Cay3dPO)s.3dCOs) 0.6 OH)1. 35
CosHA 1 Ca.1dPOs)5.1dCOs) 0.9dOH)1.10
CiHA © Ca&.9d(POs)2.9CO3) 1.1dOH)o.9

Sachant que le parametre de mailides hydroxyapatites carbonatées de type B reste
constant et égal a celui de I'HA quel que soitilextde carbonatation [VIG 84], il est possible
de calculer la densité des composés préparés dirsétude a partir du volume de maille et
de la masse molaire du composé. L’hydroxyapatittatlise en maille hexagonale compacte.

Le volume de la maille est alors défini pdr= a’c.sin(2t/3) et la masse volumique du
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compose paM comp = (10-X)Mca + (6-X)(Mp+4Mo) + XMcosz + (2-X)(My+Mo) ou x est le
parameétre sous staechiométrique gtiMmasse molaire de.
Le tableau 2.5 regroupe les valeurs de ces difféarameétres.

a(R) | c(A) | Volume de maille (B) | Mcomp(g.-mol™) | dinsorique

Coazs | 9.413 | 6.884( 528.83 965.4 3.03
Cozs | 9.407 | 6.884Q 528.15 945.1 2.97
Cos | 9.398 | 6.884(Q 527.15 922.1 2.91
Cl | 9.384| 6.884( 525.57 903.7 2.86

Tabl. 2.5 : Parameétres de maille a, c, volume aerdidle, masse molaire et densité
théorique des apatites carbonatées.

2.1.2.4.Morphologie et caractéristiques physiquespbudres
a. Technigues de caractérisation

La surface spécifique des poudres est mesuréeaparethode B.E.T. (Brunauer —
Emmett — Teller) 8 points a l'aide d'un apparedlddicromeritics ASAP 2000, USA. La
caractérisation est alors effectuée apres dégatmtiéchantillon d’environ 0.5g, sous vide, a
250°C pendant au moins 4 heures. Les valeurs désces sont obtenues a partir de la
mesure de l'isotherme d'adsorption d'un gaz anipéeature de l'azote liquide (77K). Le gaz
utilisé pour les expérimentations est I'azote. lasse volumique des apatites carbonatées a
été évaluée théoriqguement via la mesure du powgentle carbonates insérés dans les
poudres ( § 2.2.3).

Les valeurs des surfaces spécifique et le calculddasités permettent de fournir une
estimation du diamétre équivalent des particulepgesées sphériques) qui composent les

poudres. Le calcul se fait selon la formule (équrafl.4) [RAY 99]:

__ 6
{ﬂnoyen—d - Eq 2.4

dans laquell@®yoyenreprésente le diametre équivalent des particxipsraé en pum, d etggr
représentent respectivement la densité et la sugpécifique des poudressEpest exprimé

en nf.gY).
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La morphologie et la texture des poudres d’apatdadonatées sont mises en
évidence par microscopie électronique a balayag® NIEEOL 6400, Japan). Les poudres
sont déposées sur une pastille adhésive en capoimenétallisées a l'or.

b. Résultats

Le tableau 2.7 regroupe les mesures de surfacefigpéc de masse volumique et
lestimation du diametre moyen des particules demidpes brutes d’hydroxyapatite
stoechiométrique ainsi que celles des poudres tfepacarbonatées calcinées. La surface
spécifigue des poudres carbonatées est comprise 88t5 & 42.3 fig’. On observe
laugmentation de cette surface avec l'augmentatiantaux de carbonate. Les poudres
d’hydroxyapatites présentent des surfaces spéesfiquoches de 44ag™. Elles sont donc
supérieures a celles des poudres d’apatites cadmmaCela est explicable par le traitement
thermique que les apatites carbonatées ont suquiet pu conduire a la diminution de leurs
surfaces spécifiqgues (grossissement des grains).

Compositions | S$er [m?/g] | Masse volumique (g.criv) D ovenGrain (nm)
HA 43.7+0,4 3.156 44
Co12s 39.5+04 3.03 50
Co.os 39.4+04 2.97 51
Cos 41.5+0,4 2.91 50
Cy 42.3+0,4 2.86 50

Tabl. 2.7 : Surfaces spécifiques, masses volumigtiestimation du diamétre moyen des
particules des poudres d’apatites carbonatéedr{éak).

Les micrographies montrent que les poudres sotdrfmnt agglomérées. La taille des
agglomérats évolue entre 1 et 10 um. Les grainsa@positions carbonatées sont eéquiaxes
(figure 2.11). Leur taille est comprise entre 50 @100 nm, quelle que soit la composition

considérée. Ces observations sont en accord avéailles moyennes calculées (Tableau 2.7).
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Fig. 2.11 : Micrographies MEB des poudres d’apatid@rbonatées calcinées 2 heure ja
400°C sous air. (A) &125; (B) : Gozs; (C) : Gs; (D) : G

2.1.2.5.Conclusion sur la synthese des apatitechgimétriqgues et
carbonatées

Les poudres d’hydroxyapatite stoechiométriques presllsont monophasées, elles
présentent une surface spécifique élevée ce quiseiéera un traitement thermique pour
faciliter leur compression avant frittage.

Quelle que soit leur composition, les poudres @# ohorphologies similaires et des
tailles de grains identiques. Le taux de carbomatate |'apatite est contrélé de maniere
reproductible par la valeur du rapport (GIR)is choisie lors de la synthése. Les ions
carbonates introduits dans la structure se substitpréférentiellement aux ions phosphates
(sites B). Une formule chimique satisfaisante deammposés est Ga(POy)es-x(COs3)x(OH)2«
avec x variant de 0 a 1.1, soit un taux de carladiost maximum de 7.44 % massique. Cette
derniére valeur est supérieure a celle rencontaés tbs tissus osseux qui est de I'ordre de 6

% massique au maximum.
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2.1.3. Elaboration des pastilles d’apatites stoechiométgai carbonatées par

frittage

Le frittage constitue une étape obligée dans lecqué d'élaboration de pieces
céramiques. Il consiste en un traitement thermigppliqgué a une préforme, qui doit aboutir a
la densification du matériau. Pour cela la préfoasechauffée au dessous de sa température
de fusion ou de décomposition afin de faire craite liaisons entre les grains. Cela se traduit
par une consolidation et souvent une diminutionvdlume de I'échantillon. Le taux de
densificationt (densité relative) augmente avec le temps deadett En fin de frittage,
'augmentation de la densité est plus difficildeetorrespond a I'élimination de la porosité
fermée € > 0,92). C'est au dessus de ce taux de densditajue I'on peut parler de
matériaux « dense ». L'objectif était donc de piozldles pastilles d’apatites monophasées
présentant un taux de densification le plus él@ssiple.

De méme que pour la synthése, nous nous sommessfend les travaux de Raynaud
et Lafon pour réaliser respectivement le frittags dpatites stoechiométriques et carbonatées.
Le frittage des apatites silicatées a été réalases de laboratoire SPCTS. Le diametre des
pastilles est fixé a 10 mm, en raison de l'utiisatultérieure d’un microscope a force

atomique (AFM) pour I'étude de I'adhésion cellugair

2.1.3.1.Elaboration des préformes

La production de pastilles cylindriques passe patdmpaction uniaxiale de 500 mg
de poudre calcinée. La compaction de poudres tngs fst difficile voire méme impossible.
La réduction de leur surface par calcination, &edire le grossissement des grains doit étre
envisagé. La cinétique de frittage dépend de ltasaerdéveloppée par les grains. Une surface
spécifique de I'ordre de 30’ autorise un compromis entre un frittage correctirgs
compaction possible. Des travaux préliminaires meont que I'hydroxyapatite
steechiométrique doit étre traitée a 700°C pendhanpdur obtenir cette surface spécifique.
Les poudres d’apatites carbonatées ne seront jEteswa une calcination puisque ce type de
traitement peut engendrer leur décomposition thagumi Elles garderont donc une surface
spécifiqgue comprise entre 39 et 42 git suivant la composition (tableau 2.7).

Nous utilisons des préformes de 12.5 mm de diana#ined’obtenir, aprés frittage,
des pastilles d’environ 10 mm de diametre. En gféetetrait aprés frittage a été évalué a
environ 20 % [RAY02-c] [LAF 04] [PAL 07]. La pressi est fixée a 125 MPa dans le cas des
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apatites stcechiométriques. Pour les apatites caies) nous avons observé qu’une surface
spécifique élevée des poudres induit le délamimkgepastilles si la pression appliquée est
trop importante. Un compromis doit donc étre déteémentre la pression maximale

applicable et la résistance mécanique des pastillesa été fixée a 40 MPa. Afin d'améliorer

le taux de compaction, les pastilles sont ensuissges isostatiquement a froid a 200 MPa
(Presse isostatique Basset - Bretagne - Loire): &sa, les pastilles sont introduites dans une
gaine de latex fermée hermétiquement, cette derestrensuite placée dans le compartiment
de pressurisation (fluide : huile). Bien que lessage isostatique a froid constitue une étape
supplémentaire dans le procédé d'élaboration défrpres, l'augmentation du taux de

densification obtenu présente plusieurs intéritpremier est de permettre une manipulation

plus aisée des compacts, le second est d'accilédieétique de densification du matériau.
2.1.3.2.Frittage des pastilles

Les hydroxyapatites stoechiométriques sont frittéess air dans un four Super
Kanthal a 1200°C pendant 30 min, avec des vitedsesontée et descente en température de
20°C.min™. La difficulté majeure liée au frittage des congmsarbonatés tient au fait qu'ils
se décomposent a des températures tres bassewntim de céramiques denses d'apatites
carbonatées de type B monophasées est envisagaaldeatmosphere de gaz carbonique
[LAF 04]. Le frittage de ces pastilles s’est avédéficile en raison d’'une grande
inhomogénéité thermique du four utilisé. Il s’agissl’'un four tubulaire dont la température
de consigne n’était pas respectée dans I'ensengble chambre. Nous avons alors concentré
notre étude sur 2 compositions 3 GHA et GHA. Celles-ci présentent I'avantage d’avoir
respectivement un taux de carbonate proche dealsepminérale de I'os, et d’avoir un taux de
carbonate suffisamment élevé pour espérer obsemverréactivité différente des cellules
0sseuses.

Afin de déterminer les conditions de frittage ad#qa une étude dilatométriqgue a été
réalisée. Le frittage naturel des apatites carlgmsatie type B et de I'HA sous £€st suivi
sur un dilatometre vertical informatisé (SETARAM N9R), par la mesure de la variation de
longueur AL des échantillons en fonction de la température. faur est maintenu sous
balayage de CO(débit des gaz = 10 L durant la totalit¢ du cycle thermique. Les
échantillons sont chauffés a 10°C.fhjusqu'a 1250°C, température a laquelle un pates d

minutes est respecté, puis refroidis & 20°C’minétude du frittage de I'HA sous atmosphére
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CO; est realisé afin d’obtenir une courbe de référeRee contre I'élaboration des pastilles de
HA pures par frittage sera, comme dit précédemnmeehée sous air.

La figure 2.13 présente les courbes de retrait noiete ainsi que leurs dérivées
(vitesses de retrait). Ces essais montrent un casment différent des apatites carbonatées
de I'apatite stcechiométrique. La température deiddd retrait est d’autant plus faible que le
taux de carbonate dans le composé est élevé. Idkydpatite stoechiométrique commence
son retrait aux environs de 920°C et atteint soximam a 1125°C. Sous atmosphére
ambiante, le frittage de ces apatites debute a@O0atmosphére CQretarde donc leurs
frittage. Dans le cas des apatites carbonatéegbsarve initialement une diminution du
volume AL<O0). Le frittage commence aux environs de 800°7#2°C pour G HA et
C,HA respectivement. Les courbes dérivées montrenharimum des vitesses de retrait a
960°C pour @3HA et a 870°C pour (HA (fig. 2.13B).

A CHA B
<
: U E]
;J’ @®©
= 5
3 Coad1A — | o
[ N
5 AUERE
'g HA *8
(0]
xx
1125°C ™
0 200 400 600 800 1000 1  80C 900 1000 1100 I
Température (°C) Température (°C)

Fig. 2.13 : Courbes de retrait (A) et dérivéesegpondantes (B) des compositions HA
Co2HA et GHA traitées sous gaz carbonique.

>

Apres ces maximas, le volume augmente jusqu'dia tke la montée en température.
Cette augmentation de volume est associée a lamb@sition des ions carbonates qui se
traduit par I'évacuation du gaz G@ I'extérieur de la pastille. La présence de lsuliela
surface des pastilles confirme cette hypothéesepl@omene avait déja été observé par
Lafon grace a une analyse par spectrométrie deentiessgaz émis lors de la décomposition.
A partir de ces courbes dilatométriques, nous awié sous CQ les composés carbonatés
aux températures associees aux maximas des vit#ssesait. Nous avons testé des frittages
allant de 30 a 120 min. Malheureusement, dansdedea composés;BA, la densification

des pastilles a toujours été accompagnée de laatammnde bulles en surface, synonyme de
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décomposition du matériau. Un traitement a 10508@dant 120 min des composés£1A

a permis la production de pastilles denses et ntwas#es. L'utilisation d’'une température
supérieure a celle prédite par I'étude dilatométics’explique par la forte hétérogénéité
thermique du four de frittage. Le positionnemerg gdastilles a l'intérieur de celui-ci ne peut

étre réalisé d’'une facon tout a fait reproductible.

2.1.3.3.Caractérisations des pastilles frittées

Apres frittage, les pastilles ont un diametre peode 10 mm et présentent une hauteur
comprise entre 2 et 2.5 mm. Le rapport de la dérsts pastilles (déterminées par méthode
géomeétrique ou par la méthode d’Archimede) a azlleulée pour les apatites monophasées

supposees densesy(DTableau 2.9) donne leur taux densification :

r(%%)=32%5q 00 £q. 25
Les taux de densifications des pastilles fritté@esg segroupés dans le tableau suivant :
Compositions HA | CooHA
I)ZI)JX de densification 98 94-97

Tabl. 2.9 : Taux de densification aprés frittagdamction de la composition des apatites.

L’'analyse par DRX des échantillons frittés a montée les matériaux sont

monophasés (figure 2.14).
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Fig. 2.14 : Diffractogrammes des pastilles d’apatiprés frittage.
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Les pastilles produites présentent toutes un tauxehsification supérieur a 94%,
synonyme de porosité fermée. La densité des mastdlapatites carbonatées, bien que
toujours supérieure a 94 %, n’'est pas parfaitemegroductible. En conséquence, seule une

dizaine de pastilles de composition proche geJdA a pu étre produite.

2.1.4. Pastilles d’apatites silicatées

Les pastilles d’apatites silicatées produites aG B étaient denses et monophaseées.
L’ensemble de leur procédé de fabrication est iétdans la thése de Mickael Palard [PAL
07]. Les compositions utilisées seront notégklSiou x est le nombre de moles de silicium.
Dans notre étude a été fixé a 0.2, 0.4 et 0.6. Les pastilles ditgmsilicatées utilisées ont

les formules chimiques suivantes :

Sig2HA : Cao(POy)s 8(SiOs)0.AOH)1 8
Sip.aHA : Cao(POy)s5.4(Si0s)0.4(OH)1 6
Sio.eHA : Cao(POy)s.4(SiOs)0.6(OH)1 4

2.1.5. Préparation de la surface des pastilles d’'apatitedse TA6V

Les pastilles de TAGV ont été obtenues par décdupebarreau de diamétre 10 mm.
Ces pastilles présentent initialement un diameé&rd@ mm pour une hauteur de 2.5 mm. Un
polissage a la pate diamantée (LamPlam® = 1 um) est réalisé sur les pastilles afin
d’homogénéiser la surface. La rugosité est déte¥enpar une utilisation particuliere de la
microscopie a force atomique. Dix mesures de rigasint effectuées sur 10 carrés ded0

de c6té et la valeur moyenne est obtenue a parta celation :

N
Re= xlNy"iZl]Z(ij )~ Znnoye} Eq. 2.6

Ou N représente le nombre de mesures et z |la hradgepics ou la profondeur des creux.

Les valeurs de rugosité sont comparables (tablgdl),2t proche de 10 nm.

Compositions TAGV | HA SiHA SipHA SipeHA | Co2sHA
Ra (nm) 9.9 11.8 7.5 8.6 10.1 8.99

Tabl. 2.10 : Rugosité aprés polissage des pasiiligmatite et de TAGV.
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2.2. Technique de culture cellulaire

2.2.1. Culture de la lignée cellulaire MG 63

Les cellules utilisées appartiennent a la lignéBulaire MG-63 qui dérive d'un
ostéosarcome humain obtenu chez un garcon de ldeatype caucasien. Elles ne sont pas
capables de minéraliser leur matrice en culturacdes cellules sont des "ostéoblastes-like"
immatures. Ces cellules présentent 'avantage d’awo taux de prolifération élevé et un
phénotypestable. C’est une lignée de référence pour les &iénaux.

La lignée (Référence ATCC : CRL 1427) est maintedares des flacons de 75 cm? (
T75 Falcon) en présence d’'un milieu de culture daresétuve a atmospheére controlée : 37°C,
95% d’humidité, 5% de CO2. La base du milieu ddutal utilisé est un milieu minimum
essentiel (DMEM - SIGMA M4526). Il contient des sehinéraux, des acides aminés, des
vitamines, du glucose, un indicateur de pH (roug@ldénol). Ce milieu de base est complété
avec 10% de sérum de veau foetal pur (Biologicdlistries 04-001-1), 1% d’antibiotiques a
50X (SIGMA P4458) et 1% de L-glutamine a 0,2 mdL. (SIGMA G7513) afin de devenir
un milieu complet. Le sérum de veau foetal, compeste autres d’hormones, de sels
minéraux et de facteurs d'attachement, est nécessaila croissance des cellules. La
glutamine est rajoutée extemporanément car il stign acide aminé non stable. Le mélange
d’antibiotiques permet de couvrir un large spebietérien. Le milieu est remplacé tous les
trois jours.

A confluence, un repiquage est effectué. Les adlglont détachées sous I'action de
la trypsine-EDTA 1X (diluée a partir de trypsine-EA 10X dans du PBS (phosphate buffer
saline, pH 7.4, Sigma D-8537)). Apres éliminatianrdilieu de culture, le tapis cellulaire est
rincé au PBS et la trypsine 1 X, est ajoutée (2 pak flacon de 75 cfi Celle-ci est
préalablement chauffée a 37°C. Aprés détachementelules, la suspension cellulaire est
récupérée et centrifugée pendant 10 min a 2500ltproulot est ensuite remis en suspension
dans le milieu complet puis réparti dans des flacde culture de 75 dnle volume
complété a 12 mL par flacon. Les cellules utilispesr les expérimentations sont prélevées
entre le 1(e)meet le Zémepassage. Le comptage cellulaire est réalisé avd@omatocytometre
de Malassez.
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2.2.2. Cultures en puits

L’évaluation de la biocompatibilité des apatiteBcatées se fait avec une densité
d’ensemencement assez forte pour permettre unéépatibn rapide. Les pastilles sont
déposées au fond des puits de culture (24 puitspleaue ®=16 mm). Une suspension
cellulaire & 8.1bcellules.mL* est ajoutée dans les puits & raison de 1 mL parlms 8.10
cellules ainsi introduites ne se déposeront paesosur la pastille®=10 mm). En effet, une
partie des cellules va se déposer sur le fond dhs, pautour de la pastille. En chiffrant le
rapport entre la surface du puit et la surface e'pastille ( r = 2.56 ), on estime que
seulement 3.0 cellules sont déposées sur la pastille. La surfdeela pastille étant
légérement inférieure & 0.8 gnf’ensemencement est alors d’environ 3.%.t6llules.crf
(fig. 2.15).

A

Milieu de culture Pastille Puit

Tapis cellulaire

Fig. 2.15 : Représentation d’une boite 24 puits€d’un puits (B) contenant une pastille
et 1 mL de suspension cellulaire. Le tapis celteldéposé sur la pastille et sur le fond du

puits est défini par la couche blan

L’étude de la mécanique des cellules adhérente<tieifaite sur des cellules isolées.
En effet, notre problématique est centrée surdétdes interactions cellules-biomatériaux.
Afin d’éviter les interactions cellule-cellule, usespension cellulaire & 316ellules.mL* a

été utilisée, permettant ainsi un encensement demi(* cellules par pastille.
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2.3.La microscopie a force atomique

2.3.1. Principes et fonctionnement

La microscopie a force atomique (AFM) fait partie ld famille des microscopes a
champ proche (ou a sonde locale). La microscopga@ce atomique repose sur l'interaction
(forces de répulsion ionique, forces de Van der lg/aborces électrostatiques, forces
magneétiques,.....) entre une sonde de taille nanaquétet une surface (figure 2.16). Cette
interaction dépend d’'une part de la distance datsonde et la surface, et d’autre part de la
nature physicochimique des deux protagonistes.idtartte sonde-surface est ajustée par une
céramique piézoélectrique dont la déformation estrélée avec une précision de 'ordre du
dixieme de nanometre. Généralement, la sondeégikst une pointe pyramidale trés fine ou
une sphere, fixée a I'extrémité d’'une lame-researtmicrolevier de constante de raidéyr
Lorsque la pointe est approchée d'une surface, fdees d'interactions provoquent la
déflexion du microlevier. Cette déviation est emstge sur un systeme de détection optique
grace au déplacement d’un faisceau laser. Ce faisest focalisé a I'extrémité du levier sur
sa face supérieure recouverte d’or, puis est féfléers un systeme de détection optique
constitué de photodiodes. Depuis son invention dbomagerie des surfaces a I'échelle

nanometrique, I’AFM s’est imposé comme un instruntenmesure de forces.

(‘

Diode
photoélectriqu

Faisceau laser

Microlevier
__y

- l Pointe

Fig. 2.16 : Principe de fonctionnement d’'un micayse a force atomique
«AFM». D’apres [http://www3.physik.uni-greifswalagbnethod/afm/eafm.htm]
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2.3.1.1.Les différents modes d'utilisation de lacmscopie a force

atomique

On distingue trois modes de fonctionnement de MAHe mode contact, le mode non
contact et enfin le mode contact intermittent. Gaedes exploitent différents types

d’interactions entre la pointe et la surface.

* Le mode contact consiste a utiliser les forces Isdpes : la pointe « appuie » sur la
surface, elle est donc repoussée par des intemact#o courte distance (forces
répulsives), et le microlevier dévié. Une boucldrag&ctive maintient la force

d’interaction (déflexion du microlevier) constante.

 Le mode non contact exploite les forces attractipgssentes entre la pointe et la
surface a étudier. La pointe n’entre pas en corageet la surface mais oscille a une
fréequence supérieure a la fréquence de résonancdeuier. L'amplitude des
oscillations du levier est inférieure a 10 nm. €lasfréquence d’oscillation du levier
qui est maintenue constante, égale a une valegpulgigne. L’échantillon n’est pas
endommagé par ce mode non-contact, mais, la vitks$mlayage est trés lente et la
résolution latérale est faible.

« Le mode résonant, ou «tapping », (le plus utilisépsiste a faire osciller le
microlevier a sa fréquence propre (souvent de ok 100 kHz), avec une certaine
amplitude. La pointe interagit périodiquement alewsurface. Lorsque la pointe «
touche » la surface, 'amplitude décroit parce lguéquence de résonance change.
La boucle d’asservissement s’exerce alors sur llénage d’oscillation du microlevier.
L’échantillon est moins endommagé dans ce modi¢,permet d’accéder a une plus
haute résolution latérale. Cependant, I'observatiom échantillon nécessite plus de
temps que par le mode contact a cause d’'une vitesbalayage lente.

2.3.1.2.Description du matériel

L’appareil utilisé est un Nanoscope IlIA, de la igt€ Digital Instruments (Veeco,
Californie, Etats-Unis) associé a un dispositif dRicce permettant la mesure de forces

extrémement faibles, de I'ordre du piconewton. Daestype de microscope la pointe est
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fixe : c’est 'échantillon qui est mis en mouvemegméce au déplacement d’'une céramique
piézoélectrique sur laquelle il est déposé. Dartsencas, c’est donc la cellule qui va en
direction de la pointe.

Les pointes utilisées lors des expérimentations ASeltt les pointes MSCT fournies
par la société VeecoProffed es microleviers sont en nitrure de silicium etrl trés faible
constante de raideur ( 0.01NYjnautorise des mesures de forces particuliéremeiuiges.
Les pointes sont pyramidales, possedent un denh-atiguverture de 35°, présentent un

rayon de courbure de 10 nm et ont une hauteur dsenentre 2.5 et 3.5 um (figure 2.17).

b) N L
FA = 35°
| | , BA = 35°
— SA =35°
LSA TSB =4um
h =2.5-3.5um
h

Fig. 2.17 : a) Pointe utilisée lors des expérimiong AFM et b) ses données

géométriques. [D’'apres https://www.veecoprobes.tom/

2.3.1.3.Calibration de la céramique piézoélectrique

Avant chaque expérimentation, la sensibilité decémamique piézo-électrique est
évaluée. Le but de cette calibration est de sapo#cisément de combien se déplace
I'échantillon pour une tension donnée. Pour cel@ eourbe de force sur un échantillon de
référence présentant une surface dure est enémgistres échantillons de TA6V sont
habituellement utilisés. L'utilisation du logiciebmmercial Multimode PicoForce (Veeco,
Santa-Barbara, US) fourni avec le microscope pelmeatétermination de la sensibilité a
partir de la courbe réalisée. Les pointes sont ges régulierement, elles ne sont utilisées

gue quelques heures au total.

2.3.1.4.Calibration du microlevier

A la suite de cette calibration est déterminéeolastante de raideur du microlevier par

la méthode des « fluctuations thermiques » qui istmsa mesurer les fluctuations de la
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déflexion du microlevier au repos. Ces mesures igatisées dans le milieu de culture afin de
maintenir les mémes conditions expérimentales qredes essais sur cellules. L'amplitude
des fluctuations d'origine thermique est directemesliée a la constante de raideur du

microlevier par la relation :

K(z2)=k,T Eq. 2.7
ou ks est la constante de Boltzmarinja température absolué22> la moyenne des carrés

des positions du microlevier par rapport a sa sinoyenne prise comme référen¢2X=

0), et K une constante proportionnelle a la constante dgewaidu ressort. Le logiciel

commercial permet alors la détermination de la torie de raideur du microlevier.
2.3.2. Imagerie AFM de la morphologie cellulaire

Le mode « tapping » a été utilisé pour I'obtentil@s images. Ce mode d’acquisition a
donc pour avantage de réduire les risques de detipadie la surface a imager. La régulation
rétroactive de I'amplitude des oscillations du rolevier, associée aux déplacements de la
céramique piézoélectrique permet d’obtenir une enagpographique de la surface de
I’échantillon en deux ou trois dimensions. Les gleurs mesurées présentent une trés grande
précision puisque le déplacement de la céramigéeoplectrique est contrélé a I'échelle du
dixieme de nanométre. Dans le milieu de culture,fteces attractives dues a la tension de
surface sont éliminées [SIM 02]. Cela permet d’'obesela surface d’'un échantillon avec une
force minimum appliqguée par la sonde AFM. Par angi les cellules sont faiblement
adsorbées, le passage de la sonde les détacheuwtéalze et elles retournent dans le milieu de
culture environnant. De ce fait, les cellules doivétre adhérentes et non adsorbées pour étre
observées par AFM. Les images sont réalisées avecadéfinition de 256 lignes pour un
échantillonnage de 256 échantillons par ligne avexvitesse de balayage fixée a 0.6Hz. Les
dimensions de I'image sont limitées par I'appaagdl a 40x40um. Une cellule adhérente et
étalée mesure généralement plus de 40um en long@urcomprend alors qu'il est
impossible d'imager entierement une cellule avdcappareillage. Suivant les informations
recherchées, nous choisirons la zone a imagerlaSigure 2.18 est représentée une cellule
MG 63 sur hydroxyapatite 24h aprés ensemencemarzohe imagée est la zone apicale de
la cellule. Sous cette zone se trouvent le noydlulaie ainsi que de nombreux organites.

C’est sur cette zone que les mesures de proprigééaniques ont été realisées
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Hauteur (u.c

1
0.0 40.0 pm

Fig. 2.18 : Image d’'un ostéoblaste MG63 sur hydamafite 24h aprés ensemencement.

2.3.3. La spectroscopie de force

En mode contact, 'AFM permet I'obtention de cowlme force. Le principe est de
mesurer la déflexion du levier en fonction du dépraent en z de I'échantillon (Figure 2.19).
La pointe ne balaie plus la surface de I'échamtilllle sonde la surface en un point (x,y)
grace au déplacement en z de la céramique piéetigles (figure 2.19). La pointe est alors
utilisée comme un nanoindenteur. En partant d’'uositipn éloignée de I'échantillon, la
surface est progressivement rapprochée de la p&intee les points 1 et 2, aucune déviation
du levier n'est observée. Entre les points 2 da 3Jéviation négative observée est due aux
forces attractives apparaissant entre la pointécttantillon. La hauteur de cette déviation est
proportionnelle a la force attractive. Lorsque Uaf@&ce entre « en contact » avec la pointe, le
sens de la déviation du levier s’inverse. L’écHboticontinue a se déplacer et la déviation
augmente linéairement. A partir du point 5, le meent de I'échantillon est inversé. Le
point 6 correspond a une distance nulle entre #éthon et la pointe, pour laquelle le levier
n'est pas dévié. Quand I'échantillon continue dogjder, la pointe reste au contact de la

surface de I'échantillon grace aux forces d'adh@édie.qn) jusqu’au point 7 ou la force
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élastique du levier 'emporte sur la force d’adbésiAu point 8, le levier est revenu dans son

état initial.

4 - - - Approche de I'échantillon

—— Rétraction de I'échantillon
N\ ) % % ?

\3

Déflection du levier (nn

v

Déplacement de la céramique piézo-€électrique (um)

Fig. 2.19 : Principe d’'une courbe de force

2.3.3.1.Description de la technique et traitemestdonnées

Expérimentalement, obtenir une courbe de force isttna appliqguer une tension
variable a la céramique piézoélectrigue et a est@gi une tension proportionnelle a la
déflexion du microlevier. Préalablement, la zonelaecellule ou les indentations seront
réalisées doit étre imagée. Pour cela, on utibsmméthode décrite au paragraphe 2.3.2. Les
lieux d’'indentation sont définis directement sumkge. lls sont représentés par des croix sur
la figure 2.20. On impose a un échantillon un cyckarge-décharge (approche-retrait)
jusqu'a une force de consigne. Pour cela, TAFMctiomne en mode asservi. La force
imposée est fixée a 3nN, une valeur courammenvé®ulans la littérature [TAK 05] [COS
04]. Pour connaitre le déplacement de I'échantilorrespondant a la tension appliquée, on

utilise la constante de calibration de la céramigjéeoélectrique.
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Hauteur (u.c

Cellule — MG 63

Fig. 2.20 : Image d’une cellule MG63 déposée suBV &t lieux des indentations (croix).

La figure 2.21 montre un exemple de courbes deefot@a phase de charge (croix
noires) suivie de la phase décharge (ronds grisgtitaent un cycle complet charge/décharge
de la sonde. La force appliquée au microlevierarction du déplacement de la céramique

piézoélectrique est obtenue via le logiciel d'stlion du microscope.

35 r
= 3l ¥
g 5
T as ) 5
o Chargt g
3 Ll Fa
o . o
5] Contact entre la pointe Fa
E et la cellule F oo
& £ o
3 £ 0
S £ 0
g‘ 05 2 §
o §
© 0 F o
8 Position de la céramique ° 8
o -05
LL o &

Es Q

Déchare

-1.5 -

Fig. 2.21 : Représentation d’'une courbe de for¢erale sur ostéoblaste.

71



Chapitre 2 Préparation des biom&éx & techniques expérimentales

Sur la courbe de charge, avant le contact entcellale et la pointe, on n’enregistre
aucune déflexion du microlevier : la pointe etuaface sont trés éloignées l'une de l'autre et
la force d'interaction est nulle. Cette zone défiailigne de base=(= 0). Aprés le contact, la
déflexion augmente avec le déplacement : la paimtente la cellule. Sur la courbe de
décharge, on observe la diminution de la force igppé sur le microlevier. En raison des
interactions exercées entre la pointe et la surffarees d’adhésion), des forces négatives

peuvent étre observées.

Le traitement de la courbe de charge par un madattique ou viscoélastique permet
de déterminer les propriétés mécaniques de laleelRour cela, nous devons obtenir de
I'évolution de la force d’indentation en fonctioe th profondeur d’indentation. En premier
lieu la position de la céramique pour laguelle ¢énpe entre en contact avec la cellule doit
étre déterminée. Cette position est notgéfigure 2.22B). On évalue cette position par un
changement de pente significatif sur la courbeateef Avant le contact la force est nulle,
apres le contact elle augmente rapidement jusgu'orice de consigne. A partir de cette
position %, I'indentation cellulaire débute. Malheureuseméntjéplacement de la céramique
piézoélectrique a partir de cette position ne regmée pas directement I'indentation cellulaire
(figure 2.22C). En effet, le déplacement apreslgact entre la cellule et la pointe représente
d'une part l'indentation cellulaire mais aussi léfldxion du microlevier. Pour connaitre
'indentation, il faut soustraire la déflexion duamolevier du déplacement de la céramique.
La connaissance de la constante de raideur du leweeo permet de calculer la déflexion en

appliquant la loi de Hookeléflexion = Fejiuiepointe / K.
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A - Début de 'essai d’'indentation

Pointe libre, aucune
force ne lui ait appliquée

Cellule non sollicite

B - Contact pointe - cellule

F

Position de la céramique ¢
du contact entre la pointe et
la cellule

I

C - Au cours de I'indentation

Y
Déflexion du microlevier
a l'instant t

—

D

Position de la céramique
linstant t

Variation de position de la Ia 1

céramique entre le contact
pointe-cellule et I'instant t

PPttt

Indentation = Z;-Z, -déflexion

Zad

Fig. 2.22 : Etapes d’'un essai d’'indentation. Démitessai (A), contact entre la

pointe et la cellule (B) et indentation (C).

Il est alors possible de tracer I'évolution de tack appliquée a la pointe (force

d’'indentation) en fonction de la profondeur d’'intigion (figure 2.23).
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Profondeur d’'indentatiornm)

Fig. 2.23 : Représentation de la force d’'indenta@a fonction de la profondeur
d’indentation dans une cellule adhérente.

2.3.3.2.Modeéles de contact

Nous décrivons dans ce paragraphe les modéleséstitiour exploiter ces courbes et
ainsi déterminer les propriétés mécaniques dellaleel’application de la théorie de Hertz
ou de Sneddon permet une premiére approximatioccothportement mécanique des cellules

par la détermination du module élastique (rigida@julaire.

a. Lathéorie de Hertz

L’étude et la résolution mathématique du contatteedeux corps date de 1882 avec
les travaux de Hertz [HER 82]. A partir d’'une déater analytiqgue qui s’appuie sur la théorie
de I'élasticité, il évalue I'écrasement, la surfalgecontact et les contraintes générées lors du
contact de deux corps. La théorie de Hertz déargdométrie d’un contact élastique entre
deux spheres de rayons quelconques, ou une sphene surface plane (rayon de courbure
infini).

Les hypothéses sont les suivantes :
* les solides en regard sont soumis a des contrafaifeles, dans les limites de leur

réponse élastique,

» les surfaces sont parfaites, lisses et homogénes,
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la force s’applique perpendiculairement au plancdetact. Il n'y a ni adhésion, ni
frottement ou force tangentielle au plan défini lgacontact.
Les dimensions de l'aire de contact, par exemplayen (a) dans le cas du contact

sphére-plan, sont petites par rapport au rayorodebare des surfaces (a >> R).

Considérons le cas d’'une sphére indéformable etacbavec un plan élastique, cela

implique que le module de Young E et le coefficidatpoissorv sont ceux du plan (cellule).

Le rayon équivalent vaut celui de la sphere (figug ).

hors contact zone dejcontact hors contact

z

Fig. 2.24 :Géomeétrie du contact pointe-cellule selon un modelélertz sphere-plan et

expression du rayon de contact.

Avec le module effectif :

1-v?
1-
£ E Eqg. 2.9
et 'enfoncement des surfaces (profondeur d'indeoni:
a2
o =— Eq. 2.10
R

b. Lathéorie de Sneddon

Sneddon [SNE 65] a repris et étendu la théorie dmtzHa diverses formes

d’'indenteurs ; celle qui nous intéresse est cell@ dbne sur un plan semi-infini élastique.

Dans ce cas, I'équation permettant de relier lad@ux autres parameétres d’indentation est la

suivante :

_ 2Etan(@)o?

Eq. 2.11
l-v?) a
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aveca le demi-angle d'ouverture du cone. De méme que jeuhéorie de Hertz, nous
pouvons exprimer le module d'élasticité de la dellindentée a partir de I'équation
précédente.

2.3.3.3.Application des modeles de contact a limdion a I'aide d’'une

pointe de microscope a force atomique.

Pour évaluer le module élastique de la cellule,nkesieéles de Hertz et de Sneddon
sont classiqguement utilisés. Simon reporta dans étedes, que pour une indentation
inférieure a 100 nm, le modele sphérique pouvad étilisé [SIM 02]. Pour une indentation
supérieure, c'est le modeéle de Sneddon qui estuatlédar contre, pour de grandes
indentations Mahaffy a montré que les modeles dézHg# de Sneddon n’étaient pas adaptés
pour évaluer correctement le module élastique deelmle [MAH 04]. Nous décidons de
déterminer le module élastique pour une profondéndentation comprise entre 100 et 500
nm avec le modéle de Sneddon. Une indentation @enB0représentant environ 10 % a 15 %
de la hauteur cellulaire, le modéle est jugé safiaht sur cette gamme de déformation. Le
coefficient de poisson de la cellule et le demi-angle d’ouverturede la pyramide sont fixés
respectivement par les données de la littératureQ.5) et par les données du constructeur (
= 35°) [McG 04]. La profondeur d’indentation et farce d’indentation proviennent du
traitement des données du logiciel constructel2.%81). A partir de I'équation 2.11, il est
possible de déterminer le module élastique deri@ andentée

Plusieurs méthodes sont envisageables pour évieluaodule élastique de la zone
indentée. Certains auteurs déterminent le modakigue pour une profondeur d’'indentation
fixée [COS 04]. Une autre méthode consiste a trdégolution du module élastique en
fonction de la profondeur d’indentation (figure 28 [MAT 01] [BAC 08] [MAH 04]. Takai
estima alors que le module élastique devait étoésttans la zone de la courbe ou le module
ne varie pas en fonction de la profondeur d’indgona TAK 05]. Sur 'exemple présenté, il
est observé que le module élastique ne se stajaiis@s dans la modélisation par un contact
de Hertz. Ce comportement est observé pour toasemdentations que nous avons realisées.
Ceci confirme que ce modele n'est pas adéquat potme application. Par contre, la
modélisation par la théorie de Sneddon montre ted@lisation du module élastique a partir
d’'une indentation de 300 nm. En restant dans leselimdu modéle, il est possible d’évaluer
le module élastique entre 300 et 500 nm. Dansdgu@senté, ce module est évalué a 1.3 kPa

mais cette détermination reste imprecise.
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Fig . 2.25 : Evolution du module élastique en famrctile la profondeur d’indentation pour
les modéles de Hertz et de Sneddon (A) et évalutela force d’'indentation en fonction
du carré de I'indentation ( en vue de l'utilisatidin modele de Sneddon) (B)

Une derniere méthode consiste a tracer I'évolutienla force d’indentation en
fonction du carré de la profondeur d’indentatioPABR05] [LAU 05]. Dans le cas de la

modélisation de Sneddon, le coefficient directemila droite obtenue est alors directement
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proportionnel au module élastique (figure 2.25Bgtt€ méthode présente I'avantage de ne
pas choisir arbitrairement une profondeur d’indgotapour la détermination du module
élastiqgue. Sur I'exemple présenté, on observe quefofce d’indentation n’est pas
proportionnelle au carré de I'indentation sur I'emble de I'essai. On confirme ici que pour
de fortes indentations, le modéle de Sneddon pastparfaitement adaptés a nos résultats.
cependant sur lintervalle 0.01-0.25 fina linéarité obtenue permet une détermination
précise du module élastique.

Il est déterminé par le calcul suivant :
Cn@l-v
E = cnd-v) Eq. 2.12
2tan(@)

Ou C est le coefficient directeur de la droifg E f(ind®) aux faibles indentations.

Au vue de sa plus grande précision, cette dernméthode sera utilisée pour
I'évaluation du module élastique cellulaire. Nowsrs alors utilisé des macros Extglour
automatiser les différents calculs intermédiaicedoul de la déflexion du microlevier, calcul
de la profondeur d'indentation, évaluation du cioeght directeur de la courbe,f&=f(ind?),

etc...).
2.4.Conclusion

La détermination des conditions optimales de fyitaa permis la préparation des
pastilles d’apatites stoechiométriques denses etophasées. Dans le cas des apatites
carbonatées, seule la compositiogp£ElA a pu étre frittée convenablement pour obteng de
pastilles denses et monophasées. Sa formule chenggula suivante : Gg{(POy)s.35COs)
065OH)1 35 Les taux de densification sont compris entre 98885%. La porosité résiduelle
est dans tous les cas fermée, ce qui permet de atempes résultats de I'évaluation
biologique en éliminant les effets de la porositéveste sur la bioactivite. Les pastilles
d’'apatites silicatées sont denses et monophaséasis Lformules chimiques sont les

suivantes :

Sio2HA : Cao(POy)s 8(SiOs)o.OH)1 s
Sio.aHA : Cao(POy)s 4(SiOs)0.4(OH)1 6
Sip.eHA : Cao(POy)s5.4(Si0s)0.6(OH)1.4
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La reproductibilité du polissage des pastilles affrétage (dans le cas des apatites) et
aprés découpe (dans le cas du TA6V) permet uneromgfation de la surface et I'obtention
de rugosités semblables, indépendantes de la caiopages matériaux. Malheureusement il
n'a été possible de produire qu’une dizaine deilpessid’apatites carbonatées §HA. Le
doute qui subsiste sur la composition réelle depaesilles nous a contraints a restreindre
'étude complete de la bioactivité des hydroxyapatisubstituées aux seules apatites
silicatées. L’hydroxyapatite carbonatée sera umitpré utilisée par la détermination du
module élastique d’ostéoblastes ensemenceés afaaesur

L’évaluation du module élastique d'une cellule patentation a l'aide de la pointe
d’'un microscope a force atomique nécessite unetraht de la courbe de charge, et son
exploitation par le modele de Sneddon. La méthanhsiste a tracer I'évolution de la force
d’'indentation en fonction du carré de la profondelindentation pour une profondeur
d’'indentation comprise entre 100 et 500 nm. Le fomeht directeur de la droite obtenue est

alors directement proportionnel au module élastique
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Chapitre 3 : Validation de la méthode d’évaluation
de la rigidité cellulaire

81



Chapitre 3 Validation de la méthode\diiation de la rigidité cellulaire

L’indentation par AFM comme outil pour I'étude dermécanique cellulaire n’est pas
encore totalement maitrisée. De nombreux artefdetmesure restent délicats a prendre en
compte, et des difficultés dans l'interprétatiors a@ésultats poussent a I'amélioration de la
modélisation du contact entre la pointe et uneukellC’est pourquoi, préalablement a notre
étude sur les cellules déposées sur differentdraiysnous avons realisé des travaux destinés

a rendre plus robustes les interprétations ultéggeu

3.1.Choix des courbes de forces a exploiter

L’obtention de courbes de force exploitables rasteart difficile. De nombreux
phénoménes physiques peuvent venir perturber lanmedans notre cas, ces perturbations se
sont traduites le plus souvent par I'apparitionn@laugmentation de la force appliquée a la
pointe lors de I'approche de la cellule. Comme itle€ans le chapitre précédent, cette force
est supposée rester quasi nulle jusqu’a une distads faible de la cellule. Sur la figure 3.1A
est donné un exemple de courbe de force obtenwe derl'indentation d’'une cellule
ensemenceée sur TAGV. En gris, une courbe classiguaedtation avec une rupture de pente
nette. La détermination du point de contagj) @htre la cellule et la pointe est alors aisée. A
partir de la, le calcul de la déflexion du micratay de la profondeur d’'indentation puis du

module élastique ne posent aucun probleme..

Point de contact |Module élastique (kPa)|
Vil 36
12 23

Force appliquée au microlevier (u.a)cD

Force appliqguée au microlevier (u.a) >

Ji 13
/
/
Zone de r Point de
contact contact
Position de la céramique (u.z Position de la céramique (u.¢

Fig 3.1 : Exemples de courbes de forces obtenuetesurstéoblastes ensemenceés sur
TAG6V (A) et détermination du module élastique assacdifférents points de contact
entre la pointe et la cellule (B).

Dans le cas de la courbe noire, une augmentatiogrgssive de la force avec

'approche de la cellule se traduit par une diffi€wans la détermination du point de contact
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pointe - cellule. Il n’existe pas un point de camtprécis, mais une zone ou le contact peut
avoir lieu. En découle une détermination imprécisenddule élastique comme le démontrent
les résultats présentés sur la figure 3.1B. Sue dgfure, on peut choisir pou B positions
espaceées de 0.1um dans la zone de contacZf{£t Z). Pour chacune d’elles le module
élastique est évalué. Malgré le faible espacemest mbsitions choisies, on observe un
différentiel de module important (de 1.3 a 3.6 kPAd)n de ne pas commettre des erreurs trop
importantes sur I'évaluation des modules élastiglaeseproductibilité et la répétitivité de la
détermination du point de contact n’étant pas &esyrnous avons fait le choix de ne pas

exploiter ces courbes par la suite.

Les causes exactes de 'augmentation progressile force appliquée a la pointe lors
de I'approche n'ont pu étre déterminées. L’hypothdteractions a distance entre la cellule
et la pointe AFM a été confirmée par I'étude derbea de force réalisées sur TA6V ou
hydroxyapatite sans tapis cellulaire. Sur ces ri@térnon recouverts, aucune courbe de
forces présentant une augmentation progressiva firde n'a été observée. Le milieu dans
lequel les expérimentations sont faites a aussim@$éen cause. Ses nombreux constituants
pouvant aider a la création d’artefacts. Malheuseent la réalisation de courbes de forces
dans un tampon phosphate (DPBS) ou dans diffémiiisu de culture apporta toujours
guelques courbes présentant une augmentation peiggale la force.

Au total, ce sont environ 75% des courbes de farabsées qui présentent une rupture

de pente nette, permettant leur exploitation.

3.2. Indentation de cellules modéles

Des « cellules modeles » sont des cellules don$ nmaitrisons a priori I'évolution la
rigidité. En surdéveloppant ou en sous développantéseau d’actine, la contractilité
cellulaire s’en trouve respectivement accrue ourdie. Il est alors attendu que les modules
élastiques cellulaires correspondant soient resesent plus élevés ou plus faibles que la

modules élastiques des cellules basales.
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3.2.1. Méthode utilisée

Comme référence nous avons évalué le module élastitpstéoblastes ensemencés
sur TAGV depuis 24h.

Le recours a de nombreux agents biochimiques estageable pour modifier le
cytosquelette. Classiquement, la jasplakinolide, peptide cyclique isolé a partir d’'une
éponge marine, est utilisée dans le but d’accrdétreontractilité cellulaire. Apres 20h de
culture sur TA6V, nous préparons du milieu de celtdians lequel nous rajoutons une
solution de jasplakinolide & 0.01 pg:mNous incubons alors les cultures cellulaires pand
20 minutes dans ce milieu. Les mesures du modudstiglie seront faites 24h aprés

ensemencement.

Pour obtenir des contractilités cellulaires plublés que celles de cellules adhérentes,
nous avons préféré utiliser une méthode plus algiNous nous sommes basés sur le faible
développement du cytosquelette juste aprés la phiadbésion (attachement) sur un substrat.
La rigidité des cellules peu adhérentes doit doime plus faible que celles de cellules
adhérentes. En partant de ce principe, nous avaenté des cellules déposées sur TAGV

apres seulement 45 minutes.

La force et la vitesse d'indentation sont fixéespeztivement & 3nN et 0.1pm.de

volume de milieu dans lequel les expériences smitsées est fixé a 100uL.

A partir des données recueillies, nous présentel@nsésultats suivant deux types
d’approche. Premiérement, nous évaluerons la pdefondindentation en fonction de la
force d’indentation pour chaque cellule modéle t€etformation renseigne directement sur
la rigidité de la cellule. A une force d’indentatidonnée, plus une cellule est rigide plus la
profondeur d’indentation est faible. Dans un demmaétemps, nous évaluerons les modules
élastiques des cellules indentées en appliquahétarie de Sneddon. La comparaison de ces
résultats avec les évolutions de la profondeurdéimation permettra de conclure sur la

pertinence de notre méthode de quantification digidité cellulaire.
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3.2.2. Résultats
* Morphologie cellulaire

Préalablement a I'indentation, les ostéoblastesistagés. Cependant les ostéoblastes
ensemenceés depuis seulement 45min ne le sont pdsscateractions entre la pointe et la
cellule risqueraient de les détacher de la surfacele modifier I'état du cytosquelette.

Les figures 3.2 A, B et C présentent respectivermanbstéoblaste ensemencé depuis
24h sur TABV, et deux ostéoblastes ensemencés dphipuis traités a la Jasplakinolide.

Ces ostéoblastes présentent la morphologie cetulgdiquement attendue.

&

0.0 2: Height 40.0 pm

Hauteur (u.c

+ +
W
w >
=S =
= o
>
5 Q
o
] >
5 )
>
© T
I
L
s o woum| 0.0 2: TM Deflect, a0.0 pm

Fig 3.2 : Morphologie d’ostéoblastes ensemencésid@gh sur TAGV (A) et traités a la
Jasplakinolide (B et C).
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Les ostéoblastes ensemencés sur TA6V depuis 24h aszez allongés. Sur ces
cellules, des fibres de stress peuvent étre disteg sous la membrane cellulaire. Les
ostéoblastes traités a la Jasplakinolide appardigsgs allongés. Sur ces cellules les fibres de
stress sont beaucoup plus visibles. Des « cabdesnblent traverser les cellules suivant leur
grand axe. Lors du scan, la pointe peut accroceerfibres, on observe alors des images
troublées (figure 3.3 C).

* Mesure de la profondeur d’'indentation

Dans cette étude, pour chaque condition une dizingastilles a été utilisée. A raison
de 2 ou 3 cellules testées par pastilles, enviemte cellules ont été sollicitées. Il est réalisé
indentations par cellule, nous avons donc obtenure@n 150 courbes d’'indentation pour
chaque condition expérimentale. Nous avons chogsireprésenter la distribution des
profondeurs d’indentation pour 3 valeurs de ladoffigure 3.4). Ces valeurs sont fixées a
0.25, 1.25 et 2.5nN. Elles permettent une vision glete de la réponse cellulaire. Les
distributions sont présentées de facon a obtenirclaBses de profondeur d’indentation.
L’évolution des profondeurs d’indentation en fooatides forces montre que plus la force est
élevée, plus la profondeur d’indentation est éleRmir une force de 0.25nN, la profondeur
moyenne d’indentation est d’environ 400 nm. A 1125/ moyenne est au alentour de 800
nm et a 2.5 nN, la profondeur d’indentation estarisgirement supérieure a 1um (tableau 3.1
A et B).

La modélisation (via I'outil d’'analyse XLSTAT®) momirque seuls les résultats
provenant des cellules ensemencées depuis 45muensuune loi d’évolution de type
normale. Dans les deux autres cas (ensemencées @fhuavec ou sans traitement a la
jasplakinolide), quelle que soit la force d'indeitia envisagée, le test du Khi-thontre que
les résultats obtenus ne suivent pas parfaitemamuolution de type loi Normale (tableau
3.1 et figure 3.4)

! Le test de Khi-2 est un test d’hypothése qui &ela comparaison d'un couple d'effectifs obsereéglus
généralement a la comparaison de deux distributadrservées. Dans notre cas, nous l'utilisons pestet
'adéquation entre une loi de probabilité et unadtiion d'observations.
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Fig 3.3 : Distribution des profondeurs d’indentaten fonction de la force d’'indentation
pour des ostéoblastes ensemencés sur TAGV depuig¥®t 24h avec ou sans
traitement a la jasplakinolide
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Fig 3.4 : Modélisation des distributions des praofears d’indentation par une loi Normale
pour des ostéoblastes ensemencés sur TAGV depuia {&et b), 24h (c et d) et des
ostéoblastes traités a la jasplakinolide (e didjce d’indentation de 0.25 (a, cete) e

2.5nN (b, d et f).

Les tableaux 3.1 A, B et C regroupent 'ensembkeaeactéristiques des distributions
des profondeurs d’indentation pour des forces @8,01.25 et 2.5 nN. On observe que le
coefficient d’asymétrie des distributions provendet cellules ensemencées depuis 24h et

des cellules traitées a la jasplakinolide est étpadle que soit la force appliquée.
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Tableau A- Force d'indentation de 0.25nl

Paramétre de la Profondeur Coefficient
ditribu i ] ] Ecart type . _
IStrihtmar d’'indentation bservé ( Test du Khi-2 | d’asymétrie
observé (nm
Type de cellules moyenne (nm) (Pearsorf)
45 min aprés ensemencent 385 109 Positif 0.21%
24h aprés ensemencent 378 179 Négatif 1.507
Jasplakinolide — 24h 412 216 Négatif 1.089
Tableau B- Force d’'indentation de 1.25n!
Parameétre de | Profondeur Ecart type Coefficient
fetrib d’'indentation Test du Khi-2 | d’asymétrie
Type de cellules distribution observé (nm y
moyenne (nm) (Pearson)
45 min aprés ensemencent 883 180 Positif 0.38
24h aprés ensemencent 865 327 Négatif 2.579
Jasplakinolide — 24h 956 493 Négatif 1.160
Tableau C- Force d’indentation de 2.5nM
Parametre de la Profondeur Test du Khi-2 | Coefficient
o ) ) Ecart type ) )
distributior d’indentation b ‘( avec une loi | d’asymétrie
observé (nm
Type de cellules moyenne (nm) Normale (Pearsorf)
45 min aprés ensemencent 1270 281 Positif 0.57
24h aprés ensemencent 1251 438 Négatif 2.646
Jasplakinolide — 24h 1384 690 Négatif 1.371

Tabl. 3.1 : Parametres des distributions des praforsdd’indentation pour des
ostéoblastes ensemencés sur TAGV depuis 45min ef\@&thou sans traitement a la
jasplakinolide. Force d’'indentation de 0.25nN (Bl A), 1.25nN (Tableau B) et 2.5n]

Pz

(Tableau C).

Au contraire, ce parametre est faible pour desllesllensemencées depuis 45 min.
L’existence d'une distribution conduit a des vateunoyennes qui ne sont alors pas
significatives de la distribution. La comparaisaatistique des distributions ne peut pas alors

se faire en utilisant le test paramétriqgue classida Student. Nous utilisons un test non

2 Ce coefficient caractérise le degré d'asymétrimed'distribution par rapport & sa moyenne. Pour une
distribution gaussienne (loi Normale), I'asymétrat 0. Une valeur négative correspond a la présdhme
gueue de distribution vers la gauche tandis quateur positive correspond a une queue de distoibwers la
droite
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paramétrique de Kolmogorov-SmirmoBuivant le niveau de signification choisi (ici 5%e
test permet de conclure sur la différence sigrifieaentre les distributions. Si la probabilité
gue les distributions ne soient pas significativenhdifférentes est inférieure a 5% (p>0.05)
alors nous concluerons que les deux distributicors significativement différentes. On
regroupe dans le tableau 3.2 I'ensemble des atsybrovenant des tests comparatifs des

distributions.

W 0.25 nN 1.25 nN 2.5nN
Comparaison

45min aprés ensemencent
VS 0.04 0.007 0.124
24h aprés ensemencent

24h aprées ensemencent

VS 0.004 0.022 0.10
Jasplakinolide — 24h

Jasplakinolide — 24h
VS 0.009 0.0003 0.004
45min aprés ensemencent

Tabl. 3.2 : Résultats du test de Kolmogorov-Smirpour la comparaison des différentes
distributions des profondeurs d’'indentation. Leleues représentent la probabilité que les
deux distributions soient identiques.

Ce test montre que tres majoritairement, les ré@sulbbtenus sur les trois types de
cellules sont différentiables les uns des autrefi€que soit la force d’indentation envisagée.
Les deux cas ou les distributions ne sont pasfgtivement différentes apparaissent pour
une force d’indentation de 2.5nN, des cellules er@seées depuis 24h d’'une part, et pour des
cellules traitées a la jasplakinolide ou des celiidnsemencées depuis 45 min d’autre part. La

rigidité cellulaire semble donc semblable danscoeslitions la.

» Evaluation du module élastique

A partir de toutes les indentations réalisées, nexaduons le module élastique en

utilisant la méthode décrite au chapitre Il. Lesurbes présentant une augmentation

progressive de la force avant le contact entrediatp AFM et la cellule n'ont pas été

® En statistiques, lgest de Kolmogorov-Smirnov est un test d'hypothése utilisé pour détermineursi
échantillon suit bien une loi donnée connue pdosation de répartition continue, ou bien si deakantillons
suivent la méme loi.
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retenues. Au final, environ 75% des courbes d’italizn ont été exploitées. Nous présentons

sur la figure 3.5 les distributions des modulestéaes obtenus sur les trois types de cellules.
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Fig. 3.5 : Distributions des modules élastiquesr pims ostéoblastes ensemencés sur
TAGV depuis 45 min(b), 24h (c) et des ostéoblastates a la jasplakinolide (d).
Comparaison des distributions obtenues (a).

On regroupe dans le tableau 3.3 I'ensemble desctéaistiques provenant des
distributions des modules élastiques. Les modukestigues moyens sont respectivement de
2.27, 4.22, 4.51 kPa pour des ostéoblastes ensémelepuis 45 min, 24h et traités a la
jasplakinolide. Les moyennes des distributions sdomc d’autant plus élevées que le
cytosquelette est développé. Par ailleurs, on gbsgue les écart-types augmentent avec le
développement du cytosquelette. 1l est le plus &lgour les cellules traitées a la
jasplakinolide (3.1 kPa).

Néanmoins, le test du Khi-2 montre la encore quéesia distribution provenant des
cellules ensemencées depuis 45 min suit une égnlde type loi Normale. Les coefficients

d’asymétrie des distributions sont semblables @thpes de 1.
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Paramétre de la . Coefficient
Module élastique | Ecart type ) o
distributior i Test du Khi-2 | d’asymétrie
Type de cellules moyen (kPa) observé (kP4
(Pearson)
45 min aprés ensemencent 2.27 1.28 Positif 0.98
24h apres ensemencent 4.22 2.3 Négatif 1.176
Jasplakinolide — 24h 4.51 3.1 Négatif 1.034

Tabl. 3.3 : Paramétres de la distribution des madéilestiques évalués sur des
ostéoblastes ensemencés sur TAGV depuis 45min ef\&thou sans traitement a la
jasplakinolide

On regroupe dans le tableau 3.4 I'ensemble desltatsuprovenant des tests
comparatifs de Kolmogorov-Smirnov vis a vis destrithutions. Ce test montre que toutes les

distributions des modules élastiques sont difféedaies.

45min aprés ensemencenR4h aprés ensemencent
VS VS

Jasplakinolide — 24h

Jasplakinolide — 24h
Vs

Comparaison . v
45min apres ensemencent

24h aprés ensemencent

Test de Kolmogorov
Smirnov

< 0.0001 0.046 < 0.0001

Tabl. 3.4 : Résultats du test de Kolmogorov-Smirpour la comparaison des différentes
distributions des modules élastiques. Les valepgsentent la probabilité que les delix
distributions soient identiques.
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3.3.Discussion a propos de la dispersion de la réponsgcanique cellulaire

Nous venons de voir que la réponse mécanique 0dé&s types d’ostéoblastes est
majoritairement différentiable statistiquement. ltesis types de cellules envisagées dans
cette étude présentent donc bien une rigidité rmdiffie. Les ostéoblastes traités a la
jasplakinolide présentent une profondeur moyenmeddhtation plus faible que les autres,
associée a un module élastique plus éleve.

De plus une différence existe entre la forme dedistribution provenant des
ostéoblastes peu adhérents et les deux autres digsEigoblastes : dans le cas des cellules
ensemencées depuis 45 min (ostéoblastes peu at)éles résultats suivent une évolution
de type loi Normale, ce qui démontre un caract@madygene de la réponse cellulaire face a
une indentation. Au contraire, les résultats olgeswr les ostéoblastes ensemencés depuis
24h (cellules adhérentes), et sur les ostéoblasigss a la jasplakinolide ne montrent pas une
évolution « Normale ». Les distributions des prafemrs d’indentation de ces deux derniers
types de cellules comportent une forte asymétrielle@i est provoquée par une
surexpression des profondeurs d’'indentation faidlesn est de méme pour les distributions
des modules élastiques.

L’existence d’une distribution peut avoir deux ames :

- Une population de cellules hétérogene, ce qui dexmaduire a une loi Normale.
- Une cellule individuelle non uniforme, pouvant denb réponses différentes sur

les 5 indentations.

Afin de préciser le premier point, nous avons repes résultats précédents en les
présentant d'une facon différente. Pour chaque iiond une trentaine d'ostéoblastes avait
été étudiée. A partir des 5 indentations réaliséeshaque cellule, il est possible d’évaluer un
module élastique moyen par cellule. Certaines amuide forces n’étant pas exploitables,
nous avons limité l'étude aux ostéoblastes prémsendéai moins 4 courbes de forces
exploitables afin de maintenir une étude statigtiqarrecte. Les distributions des modules
élastiques moyens sont donnés sur la figure 3.@nagule élastique moyen d’un ostéoblaste
peut varier de 1 a une dizaine de kiloPascal. @exitre que les populations cellulaires sont
effectivement hétérogenes, les cellules ne sont gdan toutes dans le méme état.
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Fig. 3.6 : Distribution des modules élastiques nmeyabservés sur des ostéoblastes|
ensemencés sur TA6V depuis 45 min (a), 24h (b)etelades traitées a la
jasplakinolide(c). Récapitulatif des parametresdissibutions (d).

Pour apporter des compléments d’informations sdelaieme hypothese, nous avons
évalué la dispersion du module élastique au semendune cellule en utilisant les données
acquises lors de I'étude précédente. La dispesionin ostéoblaste est determinée par I'écart
entre la valeur la plus haute et la valeur la fdlasse de module mesuré sur I'ostéoblaste
(dispersion = Kax— Emin). Les fonctions de répartition des dispersionsndelules élastiques
sur les trentaines d’ostéoblastes étudiés sonéseptées sur la figure 3.7. Celles-ci montrent
une non uniformité de la réponse mécanique intidaéle dépendante du lieu d’indentation.
Une étude plus spécifiqgue sur des ostéoblastesnemees sur TA6V depuis 24h confirme
cette observation. Sur ces cellules, une dizaimedentations est réalisée aléatoirement. A

partir de ces courbes de force, le module élastgteéterminé.
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Fig. 3.7 : Fonction de répatrtition de la dispertitas modules élastiques sur les
ostéoblastes ensemencés sur TA6V depuis 45min ed\@&thou sans traitement a la
jasplakinolide

Sur la figure 3.8 sont montrés deux exemples duidéstes étudiés. Des croix
symbolisent les lieux d’indentation. Pour ces dex@mples, bien que les modules élastiques
moyens ainsi que les écart-types soient semblaiblest observé une forte variation de la
valeur du module élastique en fonction de la zodentée.

200.0 nm 200.0 nm

.i

T 1
0.0 2: TM Deflect. 38.5 gm 2: Height 385 um

Modules élastiques mesurés (kPa) : Modules élastiques mesurés (kPa) :
[52]511] 153] 637] 48] 4% [ 2&6[383 2P| | [2®] 127] 32 [54] 321 [ 59] 42] 621] 56|

Module élastique moyen : 4.18 kPa Module élastique moyen : 4.17 kPa
Ecart-type : 1.54 kPa Ecart-type = 1.76 kPa

Fig. 3.8 : Images de deux ostéoblastes ensemenc@é6V depuis 24h ainsi que les
modules élastiques associés.

95




Chapitre 3 Validation de la méthode\diiation de la rigidité cellulaire

D’autre part la figure 3.7 montre que la disperdi@s modules élastiques est la plus
élevée sur des ostéoblastes traités a la Jasplidkifjusqu'a plus de 10 kPa). La dispersion
des modules élastiques provenant des ostéoblassemencés depuis 24h est intermédiaire
(6kPa maximum). Elle est faible sur les ostéobtastesemencés depuis 45 min (environ 2kPa
au maximum). La non uniformité de la réponse mépamiintracellulaire est donc liée au
développement du cytosquelette. La pointe AFM peoit indenter une fibre d’actine
(rigide), soit indenter la membrane (peu rigidguyfe 3.9).

A B

\/ Membrane plasmique \/
\ Fibre d’actine

Fig. 3.9 : Indentation d’'une pointe AFM dans la nbeame (A) ou dans une fibre
d’'actine (B).

Pour de faibles forces d’indentation, la partie&igure de la cellule est sollicitée. La
structure sous membranaire est alors principalemespionsable de la réponse mécanique de
la cellule (figure 3.10A). C’est pourquoi la préserdu cytosquelette a alors une tres forte

importance dans les mesures de rigidités.

A — Force d'indentation faible

Cytosquelette

/ Cellule peu
CeI'IuIe adhérente
adhérente O

B — Force d’'indentation élevé:

Cellule peu
adhérente

Cellule
adhérente

O

Fig. 3.10 : Indentations d’ostéoblastes peu adit€rtradhérents pour des forces
d’indentation faibles (A) ou élevées (B). Schémadecipe.
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En revanche, une force d’'indentation élevée masgueh uniformité de la cellule
(figure 3.10 B). La cellule est sollicitée beaucquips globalement, ce qui conduit & une
homogénéisation des réponses. En conséquence, peurfotce de 2.5 nN, seules les
distributions provenant des deux types de cellaldsgmes (ensemencées depuis 45 min et
traitées a la jasplakinolide) sont différentiables.

L’hypothese d’une distribution de la réponse mégadicausée par la présence du
cytosquelette d’actine a déja été proposée paérdiifs auteurs [DOM 00] [COS 06]. Domke
a visualisé la surface et le cytosquelette sous bremaire d’ostéoblastes par microscopie de
force atomique en mode contact [DOM 00]. Des courtbe force ont été enregistrées sur
toute la surface de la cellule, la cartographieobé montre des différences d’élasticité entre
30 ou méme jusqu’a 60 points différents de la &zliDe forts écarts de modules élastiques
ont été constatés et ils ont été attribués a lregdion intracellulaire sous-jacente (figure
3.11 A). Les modules élastiques les plus élevaespondent aux fibres de stress. En utilisant
le méme type de méthode, Costa montra que lesibdistns des modules élastiques
présentaient deux populations des lors que lesszéngliées contenaient une fibre de stress
ou une zone membranaire (figure 3.11 B). Il morque des ostéoblastes traités a la
cytochalasine B (drogue induisant la dépolymésaties fibres d’actine) ne présentaient pas
cette double population.

A

0 5 1o 15 20 25
lateral position [pm]

[

275 log(E[Pal) 5.25

Fig. 3.11 : Variation du module élastique sur utgollaste (A) [DOM 00]. Images
cellulaires avec la distribution des modules élgsts associés (B) [COS 06].
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3.4.Conclusion de I'étude

Cette étude a permis de valider la méthode d’étialuale la rigidité cellulaire par
indentation a l'aide d’'une pointe AFM. Les moduéastiques les plus élevés ont été évalués
sur les ostéoblastes présentant les profondeundatitations les plus faibles. Ces cellules
avaient été traitées préalablement a la Jasplatéyolune drogue conduisant a la
surpolymérisation des fibres d’actine. L’observatiae la morphologie cellulaire confirme le
réle de cette drogue : les cellules traitées pasddd réseau de fibres le plus developpé.

Les valeurs des modules élastiques sur des osséedblansemencés depuis 24h sur
TA6V ( 4kPa ) sont cohérentes avec les valeurs &esidans la littérature [SIM 05] [COS
06]. En accord également avec la littérature, ldéobdastes peu adhérents présentent les
modules élastiques les plus faibles [BACO08]. L'éation de la rigidité cellulaire comme
indicateur de I'adhésion cellulaire semble dondgiedix.

La variation du module élastique d’'un point a lrautle la cellule est d’autant plus
élevée que le cytosquelette est developpé. On eglicalonc que le cytosquelette est
responsable de la non uniformité de la réponse mguwa des cellules. Le module élastique
moyen des ostéoblastes ne peut pas refléter laméormité de la structure d’'une cellule. La
largeur et la dysymétrie de la distribution des niesl élastiques completent alors cette
approche.
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Chapitre 4 : Etude de la rigidité et de I'adhésion
cellulaires sur les hydroxyapatites substituées
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Dans ce chapitre nous présentons les résultatarpatr I'étude de la bioactivité de
différents substrats apatitiques, notamment d'd@rallieffet du silicium. Les pastilles
d’hydroxyapatites silicatées testées ont les foeschimiques suivantes (Chap. 2) :

Sip2HA : Cao(PO)s 8(SiOs)o.AOH)1 8
Sip.dHA : Cao(POy)s.6(SiO4) 4(OH)1 6
SiogHA : Cao(PQy)s.4(SiO4).o(OH)1 4

Dans un premier temps, des tests biologiques glassiont été effectués : dynamique
de la population cellulaire, observation du cytedgtie et des contacts focaux. Dans un
deuxieme temps, nos travaux ont porté sur I'évalpnade la rigidité cellulaire. En
complément, I'évaluation de la rigidité d’ostéoldss déposés sur des hydroxyapatites
carbonatées permettra de conclure quant a linfleede la composition chimique sur
I'adhésion cellulaire. La formule chimique des #patcarbonatées notéegsGHA est proche
de celle-ci : Caiz(POu)s5.35COs) 0.6 OH)1.35

4.1.Dynamique de la population cellulaire

4.1.1. Principe

Pour évaluer la viabilité des cellules osseusesames MG 63 ensemencées sur les
substrats différents, nous avons mesuré le nomkerecallules vivantes présentes sur
I'échantillon au cours du temps. Dans nos conditipopulation nombreuse), pour avoir une
détermination précise du nombre de cellules, neosisaopté pour une mesure de l'activité
enzymatique de la N-acétptD-Hexosaminidase lysosomiale (N-g®-H). Cette enzyme
ubiquitaire, présente dans de nombreux tissusaatmment impliquée dans la dégradation
des constituants cellulaires glycosylés. Le paraopinenyl N-acétyB-D-glucosaminide
(BGN), substrat de la réaction, peut étre utilisérpbterminer son activité catalytique par
technique spectrophotométrique. La dégradation etée anolécule, caractérisée par une
augmentation de l'absorbance a 405 nm est direxterdiée a I'activite N-acétyp-D-
Hexosaminidase, c’est a dire proportionnelle aulmende cellules vivantes dans les cultures.

Une calibration était faite au préalable.
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N-acf$-D-H

p.nitrophenyl N-a@-D- glucosaminide ; p.nitrophenol + N-a@-D- glucosaminide
(BGN - substrat incolore) (produit coloré a 405 nm)

Cette technique a été adaptée a partir d’'une ¢iv@be@dente [PALO5] et le protocole a
été mis au point de sorte que l'activité enzymatigoit proportionnelle au nombre de

cellules. Nous avons suivi la cinétique entre & jeturs.
4.1.2. Protocole

Les cultures sont rincées avec du tampon PBS (RPatsBuffered Saline) et incubées
a 37°C en présence de 0.8 mL de la solution derstibéactif. Cette derniére est composée
du BGN de concentration 3.74 mmof-Ldilué dans une solution tampon de citrate & 50
mmol.L* (pH = 5) et d'une solution de Triton & 0.25% (dgemt de formule
CgH15CsH4(OCH4)9OH pour la perméabilisation des cellules). La réacest arrétée aprés
60 min par addition de 1 mL de tampon bloquant amsgpde glycine & 50 mmol'Let
d'EDTA a5 mmol.[* & pH 10.4. Les mesures de densité optique sattaffies & 405 nm par
un spectrophotométre (Thermo Electron Corporationtiskan Spectrum / logiciel : skanlt
RE for MSS 2.1).

4.1.3. Résultats

La figure 4.1 présente I'évolution du nombre d'ostéstes MG-63 vivants sur
différents substrats (TA6V, HA et SixHA, 02x < 0.6) en fonction du temps de culture. Le
nombre de cellules vivantes sur les substrats anigmavec le temps de culture de 2 a 5
jours ; il est multiplié par 3 environ . Apres &ije de culture, le nombre de cellules ne varie
plus (environ 2500 cellules.mfhpar rapport au 5éme jour. A confluence, les tedlarrétent
de se multiplier, c’est I'inhibition de contact. canfluence, moment ou les cellules entrent en
contact, est donc atteinte apres 5 jours de culture

A 2 jours de culture, le nombre moyen d’ostéobkst d’environ 800 cellules.nfm
pour tous les matériaux. Le maximum de cellulesaggdp pour le substrat SHA (aux

alentours de 1000). Les résultats obtenus avesulestrats {isHA et SpHA montrent que le
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nombre de cellules est légéerement inférieur a cedteur, mais aucune différence

significative n’est observée entre les substrats.

3500 +

3000 +

N\

2500
OTAGV

S HAP

I Si0.2HA
Si0.4HA
B Si0.6HA

2000

1500 ~

1000 ~

Nombre de cellule(mm-?)

500 +

Temps de culture (jours)

Fig. 4.1 : Evolution de la population cellulaire slifférents substrats en fonction du
temps de culture

A 5 jours de culture, le nombre moyen de cellulss de 2700 cellules.mifn Le
maximum de cellules est atteint pour le substrat (Eiviron 3000) et est significativement
plus élevé que pour $SHA et SpgHA. Il n'y a pas de relation entre le nombre ddutes
vivantes et le taux de silicium dans les matérigusque le nombre de cellules vivantes sur
Sio.4HA n’est pas significativement différent de celur $1A.

Enfin & 8 jours de culture, malgré une Iégere teogl@anl’augmentation du nombre de
cellules avec le taux de silicium, aucune difféees@nificative ne peut étre observée entre

les différentes apatites.

4.2.Etude par marquages fluorescents de I'adhésion desstéoblastes sur les

hydroxyapatites substituées

Deux protéines cellulaires ont été marquées parordhicence ou par
immunofluorescence : la paxilline et I'actine. Leampuage de la paxilline permet une
observation directe des sites d’adhésion. La vsat@bn de l'actine, et en particulier de

I'actineF, apportera une information indirecte @elthésion. En effet, il a été montré dans le
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chapitre | que I'organisation du réseau d’actineigmement lié a I'adhésion cellulaire. Les

observations sont faites 24h aprés ensemencement.

4.2.1. Principe

L’observation de I'actine est effectuée par un magg fluorescent a la phalloidine-
rhodamine. Cette derniere est une toxine provetemtimanites phalloides, ayant une grande
affinité pour les filaments d’actine. Elle est cagh un fluorochrome rouge qui est un dérivé
de la rhodamine, le TRITC (Tetramethyl Rhodamine Ism Tyanate). Simultanément, les
noyaux des cellules sont visualisés grace a Batilon d’'un composé fluorochrome bleu
marquant les acides nucléiques, le DAPI (4,6-diar@igohénylindole hydrochloride).

Le marquage immunofluorescent de la paxilline n&teslutilisation de deux
anticorps, un primaire et un secondaire pour leélegon. L'anticorps primaire est un
anticorps anti-paxilline. Il s’agit d’anticorps Ig@mmunoglobulines G) monoclonaux de
souris. Apres incubation et ringage, on ajouteolat®n d’anticorps secondaire dirigée contre
les anticorps primaires, ce sont les anticorpsrataices. Ces derniers sont des anticorps anti-
IgG de souris. Ces deux solutions sont coupléea 8uorochrome blanc afin de pouvoir

visualiser leur présence en microscopie a fluoresee

4.2.2. Protocole

* Marquage fluorescent de I'actine et du noyau

La solution réactive est préparée en diluant aiédie du DAPI & 10ug.mL*
(SIGMA D9542-5MG) dans du PBS (SIGMA P3813, pH 73401 mol.L%) puis en rajoutant
du sérum de veau fcetal dilué au centieme et dehddigidine-rhodamine (Invitrogen -
Molecular Probes - R415) diluée au cinquantiems. dadlules sont lavées dans du PBS puis
fixées pendant 20 min a 4°C avec une solution dafpanaldéhyde a 4%. Aprés un second
lavage au PBS, la perméabilisation des cellulesfésttuée par addition de 0,1% de Triton
dans du PBS pendant 4 min. A la suite de troisgasauccessifs dans le PBS, 20de la
solution sont déposés par pastille. Chaque pastBe recouverte de parafiim pour
homogénéiser la surface. En maintenant une atmasluenide, les pastilles sont mises en
incubation & 37°C pendant 30 min. A la suite d'wuveau ringage au PBS, une goutte de

fluoprep (milieu de montage pour immunofluorescendioMérieux 75521) est déposée sur
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les pastilles pour conserver la fluorescence. lépgmation est recouverte d’'une lamelle de
microscope et laissée une nuit a température amebjeour sa fixation avant I'observation au
microscope a fluorescence (Leica Leitz DMRB).

* Marquage immunofluorescent de la paxilline

Deux solutions sont préparées. Dans la premiéenatiso| I'anticorps primaire est
dilué au centieme (Upstate — Anti-paxillin — 05-tfans du PBS. Dans la seconde solution,
I'anticorps secondaire est dilué au cinquantiemel@ular Probes - Alexa Fluor 488 goat
anti-mouse IgG — A11029) dans du PBS. Apreés ringlgecultures au PBS, les cultures sont
fixées par une solution de paraformaldéhyde a Zefidant 15 min a 4°C. Elles sont ensuite
rincées au PBS avant d'étre perméabilisées per®lamn grace a une solution de Triton a
0.1%. Un nouveau ringcage au PBS est effectué.3yi& de la solution d’anticorps primaire
sont déposés sur chaque pastille et recouvertsaddilpn (empéchant I'évaporation de la
gouttelette de solution). Tout en maintenant uneoaphere humide, les pastilles sont
incubées a 37°C pendant 1 h 30. Aprées ringage &t BBuL de la solution d’anticorps
secondaire sont déposés sur chaque pastlle etuuwedts de parafilm. L'opération
d’'incubation est ensuite renouvelée (a 37°C pendam 30). Apres rincage au PBS, une
goutte de fluoprep ainsi qu’une lamelle de verratstéposées sur les pastilles. Avant
observation au microscope, les préparations s@#éles a température ambiante pendant une

nuit.

4.2.3. Résultats

Sur la figure 4.2 sont visualisés des ostéoblastesemencés sur les différents
substrats. Le marquage de l'actine est vert et delsi noyaux est bleu. La superposition des
deux images permet d’avoir les deux informationsuianément.

La taille et la forme des noyaux sont sensiblemlest mémes sur le TAGV,
I'hydroxyapatite et les hydroxyapatites silicatées.taille des ostéoblastes et le cytosquelette
d’actine sont quasi identiques quel que soit leeniat. Lorsqu’elles sont regroupées en amas,
les cellules sont majoritairement de forme rectéaigei ou hexagonale. Elles ne présentent
pas d’orientation préférentielle. Isolées, leunferest beaucoup plus allongée, caractéristique
d'un étalement beaucoup plus grand. La coloratiemevténue uniforme montre la présence

d’actine sous forme libre (sous forme globulairahsi'ensemble de la cellule.
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On observe des fibres de stress bien définies (@eignverts d’intensité plus forte) au
centre des cellules. Ces fibres semblent plus neusles, et leur coloration plus intense sur
TAG6V. En périphérie de la cellule est observée detihia corticale, responsable de la forme

cellulaire.
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Fig. 4.2 : Images d'ostéoblastes MG-63 a 24 h d&pear différents substrats (a-b) TAGV,
(c-d) HA, (e-f) Sy HA, (g-h) SpHA et (i-}) Sip gHA (marquage des noyaux en bleu et

actine en vert)

La figure 4.3 montre la répartition de la paxillidens les ostéoblastes ensemenceés sur
les différents substrats. Les contacts sont reptésear les zones blanches discontinues en
corticale et au cceur des cellules, ces derniéaed gtoins intenses. L'adhésion cellulaire est
donc majoritairement en corticale. La comparaisotree les substrats montre que la
répartition et la densité des contacts focaux sentblables pour des cellules sur TA6V ou
sur les différentes hydroxyapatites.

L’observation de cellules en migration (cellulesoa$ées), montre des zones de
contacts focaux plus intenses a une extrémité. et & migration cellulaire procede par une
stabilisation de linteraction cellule/substrat ggda des regroupements coopératifs des
récepteurs, en coordination avec la réorganisatiooytosquelette. Cependant, au cours de la
migration, cette réorganisation se produit de nranasymeétrique. Elle entraine ainsi une

extension cytoplasmique vers un c6té de la celleldtont de migration. La cellule envoie
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une projection cytoplasmique vers l'avant, stabilim prise par un regroupement des

récepteurs, puis exerce une traction sur cette pfia de se hisser vers elle, avant de libérer

les prises arriéres et de procéder a un nouveda eytension/glissement/rétraction.
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Fig. 4.3 : Images d’'ostéoblastes MG-63 a 24 h d&pear différents substrats (a-b)
TAGV, (c-d) HA, (e-f) SpHA, (g-h) SphHA et (i-)) Sk eHA (marquage de la paxilline e

blanc

-

4.3.Détermination par indentation a l'aide d’'une pointe AFM de la rigidité

d’ostéoblastes adhérents sur les hydroxyapatites Isstituées

L’étude de la rigidité des ostéoblastes déposékesutifférentes apatites a été réalisée
dans les conditions standard d’essais d’'indentatAfAM. Les cellules sont testées 24h aprés
ensemencement, a température ambiante et soupprassosphérique. La force et la vitesse
d’indentation sont fixées respectivement a 3nN.&ut.5". Le volume de milieu dans lequel
les expériences sont réalisées est de 100uL.

Pour chaque type de matériau, une dizaine de lpastl été utilisée, sur chaque
pastille une ou plusieurs cellules ont été tes{es/ant leur état), sur chaque cellule 5
indentations ont été faites. Parmis ces essais, imnt pas été exploitables, cela conduit a

approximativement une centaine de courbes de force.
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4.3.1. Résultats

 Comparaison des rigidités cellulaires observées TA6V et

Hydroxyapatite stoechiométrique

Sur la figure 4.4 sont regroupées les distributides modules élastiques des cellules

ensemenceées sur TA6V et HA. Les modules élastiqagems valent respectivement 4.16 et
3.08 kPa sur TAG6V et HA. Ces deux distributions sstatistiquement différentes (tableau

4.1). La distribution des modules élastiqgues sur IAdontre une plus forte proportion de

modules éleves (figure 4.4c). Les ostéoblastesdmmt plus rigides sur TA6V que sur HA.
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Fig. 4.4 : Distributions des modules élastiquegobs sur des ostéoblastes ensemeng¢és
sur TA6V (a) et HA (b). Comparaison des deux distidns (c).
« Comparaison des rigidités cellulaires observées des

hydroxyapatites silicatés

Sur la figure 4.5 sont représentées les distribgtides modules élastiques des

ostéoblastes ensemenceés sur les trois hydroxyepatiticatées. Les modules élastiques
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moyens valent respectivement 2.85, 2.99 et 2.97 kP& HA, SipHA et SpeHA. Ces
trois distributions ne sont pas significativemeiffiégdentes (tableau 4.1).

HA HA HA HA | Sip-HA | SigoHA | Sig.HA | B-CHA | B-CHA
Comparaison VS S S S S S S S S
des matériaux TABV SigoHA | Siy.HA | SipgHA | Sig HA | SipeHA | SipHA | SipHA | HA
Test de
Kolmogorov- <0.0001| 0.591| 0.700 | 0.470 | 0.282| 0.852 0.181 0.617 0.817
Smirnov

Tabl. 4.1 : Résultats du test de Kolmogorov-Smirpour la comparaison des différentes

distributions. Les valeurs représentent la proliahgue les deux distributions soient

identiques.

14

La comparaison visuelle des distributions des mesludlastiques confirme cette

observation : les résultats provenant des troistsatis sont apparemment tres proches (figure

4.5d).
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Fig. 4.5 : Distributions des modules élastique®obs$ sur des ostéoblastes ensemen

sur Sp.HA (a), Sb4HA (b) et ShgHA (c). Comparaison des trois distributions (d).

Cés
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e Comparaison des rigidités cellulaires observéeshgdroxyapatites

silicatées et stoechiométrique.

Nous représentons sur trois figures d’'une partissibutions des modules élastiques
des ostéoblastes ensemenceés sur les hydroxyaysilitagées, et d’autre part la distribution
des résultats obtenus sur I'hydroxyapatite stoechiogque (figure 4.6 a, b et c). La
comparaison de ces distributions montre une sumiitde I'ensemble des résultats. Ceci est
confirmé par I'étude statistique : les distribuBoobtenues sur les hydroxyapatites silicatées
ne sont pas statistiquement différentes de celienoies sur I’hydroxyapatite stoechiométrique
(tableau 4.1).
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Fig. 4.6 : Distribution des modules élastiquesnbs sur des ostéoblastes ensemencés
sur Sg;HA(a), SosHA(b) et SgeHA(C)

» Comparaison des rigidités cellulaires observéeshgdroxyapatites

silicatés, stoechiométrique et carbonatée

Sur la figure 4.7a est montrée la distribution dexlules élastiques des ostéoblastes
ensemences sur I'hydroxyapatite carbonatggHA. Le module élastigue moyen est évalué a

3.53 kPa. Nous comparons la distribution des madéilestiques évalués sug A avec la
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distribution obtenue sur les hydroxyapatites diéea et stcechiométrique (figure 4.7 b). Pour
ne pas surcharger la figure, seule la distributibtenue sur $yHA est représentée. Les trois
distributions sont semblables. Résultat confirmé ljgdude statistique : les distributions ne
sont pas significativement différentes (tableau).4Rlus généralement, les distributions
obtenues sur les trois hydroxyapatites silicaté@esamt pas significativement différentes de la

distribution obtenue sur I’hydroxyapatite carboeaté

a) Paramétre  Valeur | b)
moyenne 3.53
Ecart-type 2.99

] B-CHA
Sio.4HA

Densité (u.a)
Densité (u.a)

Module élastique (kPa)

Module élastique (kls'j’a)

Fig. 4.7 : Distributions des modules élastiquegobs$ sur des ostéoblastes ensemengeés
sur B-CHA (a). Comparaison des distributions obésmsur B-CHA, SisHA et HA (b).

4.4 Discussion

L’augmentation du nombre de cellules en fonctiortedups de culture indique que les
matériaux ne sont pas toxiques pour les cellulésobtastigues MG-63. lls sont donc tous
biocompatibles. Ces résultats sont en accord aladred eétudes réalisées sur la culture de
cellules sur substrats en apatite silicatée [KIMPIHUAOS] [THIO7]. Cependant, quel que
soit le temps de culture, le faible écart du nondweellules entre les différents matériaux ne
permet pas réellement de les différencier. Linflce de la teneur en silicium sur la
prolifération cellulaire n'a donc pu étre mise ewidénce. Finalement, les différentes
observations effectuées par microscopie a fluorescéémoignent d'un bon étalement et
d’'une bonne accroche cellulaire quel que soit ssat. La morphologie cellulaire ainsi que
le réseau de fibre d’actine semblent en tout pesrnblables. La comparaison avec les
cellules ensemencées sur TAG6V montre que cellesésieptent un réseau de fibres d’actine
plus dense. De ce point de vue, il semble que &aidim cellulaire sur TA6V soit plus forte
gue sur les apatites.

La mesure de la rigidité cellulaire confirme ceiteservation. L’évaluation du module

élastique des ostéoblastes ensemencés sur hydatitgagicechiométrique et TA6V montre
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gue les cellules sont significativement plus rigider TA6V. On en conclut ici que le réseau
de fibres de stress est plus développé dans diegeseénsemencées sur TAGV par rapport
aux cellules ensemencées sur apatites témoignam dheilleure adhésion.

Dans notre cas l'introduction d’ions silicates slda structure apatitique ne semble
pas avoir d’effet sur le comportement cellulain€IM03-a] [HUAO5] [VALO5] [THIO6-c]
[THIO6-d] [ XUQ7]. Les expériences menées sur lepOte de titane recouverts d’apatite
silicatée relatent une augmentation du nombre teles avec le taux de silicium [HUAO5] [
THIO06-c] [THIO6-d]. Le procédé d’élaboration de talgbstrats fait intervenir un traitement
thermique a 600°C pendant 3 h sous atmospherergan-aAucune donnée n’est avancée
quant a la localisation du silicium. De plus, lanpegrature du traitement thermique étant
faible, la cristallisation des dépbts n’est pas parable a celle de matériaux massifs. En effet,
les affinements Rietveld réalisés montrent quesédsurs sont tres proches de celles obtenues
dans ce présent travail pour les poudres bruteasmmistallisées que les poudres calcinées.
Les expériences de cultures cellulaires sur deriaak frittés par SPS montrent que le
nombre de cellules augmente avec le taux de siicéu4 jours [XU 07]. Cependant, si ces
échantillons sont denses a plus de 95%, la caisatién par diffraction des rayons X a
montré la présence de phosphate tricalc[§juea proportion de cette phase augmente avec la
teneur initiale en silicium. La forte résorbabildé ce composé peut avoir des conséquences
sur le taux de porosité du matériau apres plusiguns de culture, et ainsi influencer la
réponse des cellules.

En fait, seul Kim a réalisé des études de cultullelage sur des matériaux contenant
0.47 mol de silicium par mole d’apatite, densefuad ge 95% sans phase secondaire [KIM03-
a]. La prolifération cellulaire sur I'HA et les dfias silicatées semblait identique de 3 a 24 h.
Cependant, une seule teneur en silicium a étéégude qui ne permet pas de comparer leurs
résultats avec les nétres. Par contre, nos réssibait en parfait accord avec ceux obtenus par
Gibson [GIB99-b]. Les apatites silicatées ne soas poxiques vis a vis des cellules
ostéosarcomes humaines (HOC), et I'activité dehilesl est trés similaire a l'activité de
cellules cultivées sur 'HA. L'incorporation de isium dans I'apatite n’affecte donc pas sa

bioréactivité.

Une explication a toutes les différences visillaas la littérature tient au fait que la

préparation des matériaux n’est jamais identiquauaRi montra récemment que I'adhésion
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cellulaire était grandement liée a la microstruetdn matériau [ROU 06]. Le but de son étude
était d’évaluer la cinétigue d’adhésion d’ostéotdasur des hydroxyapatites microporeuses
ou denses, en comparaison a du titane pur poli. lBatra que entre 30 min et 24h de
culture, I'attachement cellulaire était supérieur lhydroxyapatite microporeuse, bien que la
prolifération cellulaire soit la plus faible apré$ jours. Les cellules déposées sur
I’hydroxyapatite microporeuse présentaient plucalaacts focaux que les cellules déposées
sur les autres matériaux aprés 4h d’ensemencemait,en présentaient moins apres 24h de
culture. Elle montra aussi qu'apres 24h de cultliexpression de lintégrinenv était
significativement plus élevée sur le titane que I$wdroxyapatite non microporeuse. Une
moins bonne adsorption du sérum présent dans ieuntie culture pourrait en étre la raison.
En effet, Matsuura montra une adsorption plus faildda fibronectine sur I’hydroxyapatite
dense en comparaison de celle observée sur le tjfdat 00]. La fibronectine étant une
protéine proadhesive, la différence d’adhésionutashe sur deux matériaux ne serait alors
gu’une illustration de la différence de capacitécde matériaux a adsorber des protéines du
sérum de culture. L'adsorption est fonction de Hamie, mais aussi de I'état de surface du
matériau et de son étendue. Des parametres tela gtistallinité ou la rugosité sont donc des
facteurs influencant fortement le comportement utaile. L’influence de l'un de ces
parameétres doit étre étudiée en fixant les au@esi n’est pas toujours le cas, c’est pourquoi
les nombreux résultats provenant de la littérasorg trés disperses.

Enfin, Rouahi montra que I'expression du géne dehlasphatase alcaline (PAL) était
plus faible sur une hydroxyapatite microporeuse & une hydroxyapatite non
microporeuse aprées 4 jours de culture [ROUO06]. @ecuve que la microstructure de cette
hydroxyapatite n’était pas favorable a la difféiation cellulaire. Cette microstructure était
pourtant celle qui favorisait la plus grande adivésiprés 24h de culture. Une forte adhésion

a court terme n’est pas donc synonyme d’un meilbeanportement cellulaire a long terme.

4.5.Conclusion

Ces premiers résultats ont permis de montrer gsedigerentes hydroxyapatites
silicatées testées sont biocompatibles : il n'adligervé aucune toxicité de ces matériaux
envers les cellules ostéoblastiques. Les ostéeslasthérent et proliferent & leur surface.

Cependant, nos observations ne montrent pas fdeeti€e entre le comportement des

ostéoblastes ensemencés sur les différentes hyapatites denses: la dynamique des
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populations cellulaires, le développement du rés#aatine et la répartition des contacts
focaux sont semblables sur tous les substratstigpas. La nature du substituant (silicum ou
carbonate) ne joue aucun role dans I'adhésionlagtu

La comparaison du comportement cellulaire sur TAGVsw les hydroxyapatites
révele que I'adhésion est plus forte sur le substretallique. Le réseau d’actine y est plus
développé, et les modules élastiques les plus £l&vadhésion cellulaire est bien dépendante
de la nature du matériau. Néanmoins, cette adhé&sgoserait qu’'une illustration de la
capacité d’adsorption des protéines du sérum panatériau. Nous démontrons pour notre
part que la chimie de surface des hydroxyapatites mpus avons testées n’influence pas

'adhésion cellulaire, et donc sans doute ne medtiéis leur capacité d’adsorption.

115



Chapitre 4 Etude deipidité et de I'adhésion cellulaires sur lesthgxyapatites substituées

116



Chapitre 5 Etude de la relaxation viscoélastique d’'ostéoblastghérents

Chapitre 5 : Etude de la relaxation viscoélastique
d’ostéoblastes adhérents
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Nous utiliserons la microscopie a force atomiquerpsolliciter mécaniquement les
cellules. Si cette technique est aujourd’hui cissment utilisée en réegime fréquentiel pour
'étude de la viscoélasticité, nous proposons ui¢hode originale pour I'évaluation de la
relaxation viscoélastique d’ostéoblastes adhérents.

Les forces appliqguées dans notre méthode sontgdwees que celles utilisées en
régime fréquentiel. De quelques centaines de pMégme fréquentiel, la force appliquée
passe ici a quelques nN. En effet, divers arteqig€rimentaux venant perturber les mesures
a long terme, il a été nécessaire d'utiliser desef® élevées. Ceci sera justifié par la suite. La
forte indentation qui découle de I'application d&s dorces (supérieure a 20% de la hauteur
cellulaire) implique alors une forte perturbatiacdle de la cellule. Notre objectif est de
comprendre la réaction cellulaire, suite a cetteupeation, par I'étude de I'évolution de la
force appliquée par la cellule a la pointe. Lauellva-t-elle réagir biologiquement, c'est-a-
dire activer des cascades d'événements qui impliqieune réorganisation de son
cytosquelette, ou au contraire, va-t-elle se relgkgsiquement, d’'une fagon passive, comme
pourrait le faire un matériau polymere classique.dbjectif complémentaire est d’identifier
d’éventuelles differences de comportement entrecdltsles déposées sur l'alliage TA6V et

sur I'hydroxyapatite (HA).

5.1.Protocole expérimental

Le lieu de l'indentation est choisi dans la zonelias élevée de cellule. Sous cette
zone apicale se trouve le noyau cellulaire. La @mapon des courbes de relaxation des
différentes cellules testées nécessite que lamétorn appliquée a ces cellules soit la méme.
Cela sous entend de connaitre a tout moment landistentre la pointe et la cellule, ce qui
n'est évidemment pas simple. En effet, avant l'indéon, la pointe est supposée en contact
avec la cellule. Malheureusement, le contact darsy$téeme de microscopie a force atomique
est défini comme I'existence d’interactions suffites pour prétendre a I'imagerie. En aucun
cas il ne s’agit d'un contact « physique » entrgdinte et une surface. Il semble difficile
alors d'imposer une déformation précise a la celluh distance initiale entre la pointe et la
cellule pouvant fluctuer, imposer un déplacemensstant au micro-levier ne garantit pas une
déformation cellulaire invariable. Le pilotage ewce du micro-levier autorise par contre a

imposer une force constante.
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D’autre part, le microscope a force atomique quesndilisons ne permet pas le suivi
en continu de la force appliquée au micro-levier.effat, celui-ci mesure la force lorsque la
pointe est en mouvement. Nous ne pouvons donc aco@s a la force que lors de la charge
et de la décharge. Ne pouvant donc pas avoir asteésntinu a la relaxation cellulaire, une
meéthode a été mise en place pour la mesurer da fadoecte. Une fois la charge effectuée,
la pointe est maintenue en position pendant uné&eduaprés laquelle la décharge est
amorcée. La mesure de I'écart entre la force ap@ica la pointe a la fin de la charge (début
du palier) et au début de la décharge (fin du paégalue la relaxation cellulaire pour la
duréet. Des indentations successives avec des mainterdud en plus long autorisent la
reconstitution de la courbe de relaxation de laeEtudiée.

Certaines contraintes liées aux conditions expériates ont orienté le choix du protocole

d’indentation :

* Tout d’abord, les limites technologiques du micrgecan’autorisent pas un palier
d’'une durée supérieure de 200 s. La relaxatiomle#ié ne pourra pas étre étudiée au dela

de cette durée.

* L’essai étant réalisé dans le milieu de cultured(llQ, a température et atmosphéere
ambiantes, la durée d’'une étude a été limitée delfacon a maintenir la vie cellulaire.
Cette durée est d’'une part classiqguement accepteéep chercheurs du domaine [ICA
07], et a d’autre part été vérifiee par nos sdNmus avons pour cela suivi le changement
de coloration du milieu de culture grace a un iagiar de pH. Lorsque le milieu est a
37°C et au pH assurant la viabilité cellulaire,cedoration est rosé ténu, alors qu’'une
diminution de température et une augmentation duepfént virer vers un rouge fonce.
Dépendante des conditions météorologiques, la atbor rose (synonyme de viabilité

cellulaire) persiste rarement au dela de 90 minutes

La prise en compte de ces différentes conditiomsiajue de la volonté de séparer les

indentations de plusieurs minutes a conduit awpadé suivant :
« L’évaluation de la relaxation sera faite &ncycles de charge/déchargpour des

paliers de2, 10, 20, 50, 100, 150 et 200 seffectués au méme endroit

* Letemps de « repos entre chaque indentation est fixé éninutes
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Ce protocole permet I'évaluation de la relaxatiefiutaire entre deux et deux cents
secondes, et les 5 minutes d’attente entre saliiciis est un compromis qui laisse le temps
au cytosquelette de se réorganiser, tout en pamettn nombre de points de mesure
satisfaisant sur la durée totale. Le resserremestpoints de mesures aux temps courts est

justifié par la volonté d’observer le comportempassif de la cellule.

Enfin, la prise en compte du temps nécessaire dda em place de I'échantillon, et &
la réalisation de l'image de la cellule (10-15 miainene a un temps d’essai inférieur a 1
heure (figure 5.1).

Force d’indentation
E E E E E E E
10 minﬂ | 55 min
[l /[ /[ // // /[ // [
0 | &7 7 «—7 «——7 « N N > |7
2sec 10sec 20sec 50 sec 100 sec 150 sec 200sec  Temps

Fig. 5.1 : Protocole de mesure de la relaxatiolulegte. Entre les sollicitations, une
attente 5 min est appliquée. A chaque indentaanddule élastique de la cellule est
déterminé

Par ailleurs, la vie cellulaire est vérifiée au rodes expériences. Outre le changement
de coloration du milieu de culture, le contrblewds au microscope de la morphologie
cellulaire a été utilisé. En effet, la pratique n@uapporté la reconnaissance de cellules en
« bon état ». Méme si ce contrdle tres qualita&tite peu rigoureux, il s’avere trés efficace.
L’apparition d’'une périphérie noire autour de clgtu s’arrondissant était synonyme de

cellules en mauvais état, et donc de non-expéretient

Il n'a pas encore été discuté de la valeur de feefa’indentation qui sera appliquée.
L’objectif étant d’évaluer la relaxation cellulaip@ur différentes déformations, un compromis
a di a nouveau étre fait. D'une part, une force #tevée pourrait amener a terme a la
perforation de la membrane cellulaire. D’autre pdds indentations trop faibles seraient
sujettes a erreur puisqu’une deéviation du tube ggilértrique a été observée au court du
temps. La question serait alors de savoir si lesumes réaliseées représentent bien la
relaxation cellulaire, ou plutét la déviation dibéupiezoélectrique. Nous y reviendrons plus
tard. Enfin, et pour aller dans le méme sens, degdofaibles ne solliciteraient pas assez le
cytosquelette pour espérer avoir des déformatiepsésentatives des différents substrats

utilisés. En définitivedes forces d’indentations de 3nN et 2nlnt été sélectionnées.
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5.2.Acquisition des courbes de relaxation viscoélastigqu d’ostéoblastes

adhérents

Sur la figure 5.2 est représenté I'ensemble desbesuypiquement obtenues lors d’'un

essai de relaxation pour une force d’indentatio dél.

Find (I’IN)

Force d’'indentation de 3nN

Déplacement vertical
= B P
A N

— DR
—~

Zone de contact pointe-cellule

05+

A\)1%4

Fig. 5.2 : Courbes obtenues lors d’'un essai deastan pour une force d’'indentation d¢
3nN. Courbe de charge et les courbes de déchaingmsia durée de l'indentation.
Diminution de la force appliquée avec le tempsdkimtation.

On y retrouve une courbe de charge et les difféeenburbes de décharges pour des
temps de maintien de 2 & 200 secondes. Dans urs sticlarté, toutes les courbes de charge
ne sont pas représentées. Celles-ci ne sont cepgrataparfaitement reproductibles pour des
raisons discutées par la suite. Néanmoins, la fapgdiquée a la pointe en fin de charge est
toujours la méme, égale a la valeur de consignarid).

On observe bien une diminution substantielle déotae appliquée a la pointe en
fonction du temps d’indentation. Dans le cas predarforce appliquée apres un maintien de
200 secondes est méme quasiment nulle. Si l'onrteeam fonction du temps de palier la
différence entre la force en fin de charge et l@daappliquée au début de la décharge, la
courbe présentée sur la figure 5.3 est obtenues ldppellerons relaxation le différentiel de

121



Chapitre 5 Etude de la relaxation viscoélastique d’'ostéoblastghérents

force entre la fin de la charge et le début dedahdrge. On retrouve une évolution en loi
puissance caractéristique des matériaux viscogleesti La relaxation évolue rapidement aux

temps courts (60 s) et ne présente qu’une variatioime aux temps long.

N N
=) o

=
o

[y
o

I:charge' I:rdécharge (I’IN)

0.0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temps (sec)

Fig. 5.3: Evolution du différentiel de force entee 1in de la charge et le début de la
décharge (Frarge— Fuschargy €N fonction de la durée du palier d’'indentation.

Pour une force de 3nN, nous avons testé 25 édoastitle TA6V et 20 échantillons
d’hydroxyapatite a raison de 1 cellule par échlmtilPour les essais a 2 nN les quantités sont
respectivement 18 et 16 échantillons. Les résuitaigens pour ces quatre conditions sont
présentés sur la figure 5.4. La représentationedeégolutions par une loi puissance conduit

aux expressions du tableau 5.1:

Feonsigne= 2 NN Fonsigne=3 NN
TA6V AF = 0.419t%2%¢  2>0.99 AF = 0.425t%%2* 250,99
HA AF = 0.334t%% r?>0.99 AF = 0.4418t>%%  *>0.99

Tableau 5.1 : Expression de I'évolution de la reliaxaen fonction du temps lors des
essais de relaxation sur TAGV et Hydroxyapatite.

La diminution de la force appliquée a la pointe caurs des essais de relaxation
montre une évolution en loi puissance en fonctiantemps (+>0.99). Les exposants sont
compris entre 0.24 et 0.28 suivant la force d’indBon et le type de support. Ces valeurs
sont en accord avec celles observées dans ladittérlors des essais de fluage de cellules

adhérentes.
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25 _ a 25 _ b
F._F (0N) TAGV — 3nN ) E. _ Fd(nN) HA —3nN )

. temps (sec) temps (sec)

- c 2 - d
SR TAGV — 2nN ) 1 Fe_ RN HA —2nN )

§ temps (sec) temps (sec)
Fig. 5.4: Evolution du différentiel moyen de forgdre la fin de la charge et le début de
la décharge (F Fy) en fonction du temps de palier lors des essaiaM (a et b) et a 2

nN (c et d) pour des ostéoblastes ensemencés s (@At c) et sur HA (b et d).

La comparaison des courbes de relaxation (figus four des cellules déposées sur
TAGV et HA, soumises a la méme force d’indentatimontre que le comportement cellulaire
différe suivant le substrat : ce différentiel dectoest globalement plus élevé pour des cellules
déposées sur TA6V. L'étude statistique des donniésstde I'ensemble des essais le
confirme (tableau 5.2).

Unt < 0.1 dans le test de student montre poutataps intermédiaires (20, 50, 100 et
150 secondes) que les cellules déposées sur TAB®Iasent significativement plus que sur
HA.

2 sec 10 sec 20 sec 50 sec 100sec 150 sec 200 sec
TABVVs HA3nNN | 36 017 <01 <01 <01 0.19 0.29

TABVVs HA 2nN| g 49 0.46 0.48 <01 <01 <01 0.25

Tableau 5.2: Résultat du test de student pour |lgpacaison des résultats obtenus suf
TAGBV et HA.
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Pour les temps courts (2, 10 sec) et pour le tdenptus long (200 sec), la différence
entre les séries de données n'est pas significativaurait été difficile d’apporter des
conclusions fermes sur ce phénomene s'il n‘avait gdiservé que pour une seule force

d’'indentation. Le retrouver pour les deux sollitdas le crédibilise

=1 Fo— Ry (nNN) 2 nN =1 Fe— Ry (nN) 3 nN

---TA6V
— HA

---TA6V
— HA

temps (sec) temps (sec)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.5 : Evolution du différentiel moyen de fortre la fin de la charge et le début de
la décharge (F Fy) en fonction de la durée d’indentation lors desaessa 2 nN (a) et a 3
nN (b) pour des ostéoblastes ensemenceés sur TAG6MiI(lg) et sur HA (trait plein).

A~

Attardons nous un peu plus en détails sur ce gpeesentent les mesures de
différentiel de force au court du temps. En effeéme si la diminution de la force est a priori
une image du comportement cellulaire, des artefdats I'acquisition des données viennent
la perturber, et une étude plus aboutie de cewsichécessaire. On remarquera par exemple
gue la force appliguée a la pointe en fin de rétacn’est pas nulle mais négative et
augmente avec la durée de l'indentation. Une eatitin possible a ce phénoméne : la dérive
du tube piézoélectrique.

5.2.1. La déviation du tube piézoélectrique

Les systemes piézoélectriques sont des systemés gci ne permettent pas
d'effectuer des mesures véritablement statiques. dénive de ces systémes est observée au
court du temps [GOY 98]. Nos mesures sont donaearfent sujettes a ces dérives. La
problématique a été de quantifier cette dérive @dima soustraire a nos mesures.

Une méthode indirecte a due étre employée : noumsavéalisé des essais
d’'indentation sur TA6V seul, dans les mémes conusti@xpérimentales (température,
atmosphere et milieu de culture) que lors des ®sdandentations cellulaires. Toute

diminution de la force appliquée a la pointe durBedsai pourra alors étre attribuée a la
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dérive du tube piézoélectrique. Les courbes obtefare de cing essais sont présentés sur la

figure 5.7a et la courbe moyenne sur la figure 5.7b

0.7 FC — Fd X\a'—) 0.6 FC — Fd

TAGV

temps (sec) temps (sec)

0
N 40 60 80 100 120 140 160 180 200 2 40 60 8o 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.7: Evolution du différentiel de force enteefin de la charge et le début de la
décharge (& Fy) en fonction de la durée d’'indentation lors des§ags a 3 NN sur TAGV|
a) et la courbe moyenne obtenue a partir de cesdisdds

Contrairement a ce que nous attendions, il appatgdtla diminution de la force
appliguée a la pointe au court du temps n’est gastique suivant les essais. La dérive n’est
pas reproductible. Toujours est-il que la dérivexoggle pas 0.7nN, ce qui est trés clairement
inférieur au différentiel mesuré lors des essaiscsliule. La représentation de I'évolution du
différentiel de force auquel a été soustraite lavdémoyenne du tube piézoélectrique le
confirme (figure 5.8).

1 Fo— Ry (NN) Relaxation brute

— — = Dérive piézoélectrique soustraite

05 A

temps (sec)‘

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.8: Différentiel moyen de force entre la di@la charge et le début de la décharge
(Fc — Ry) en fonction de la durée d’indentation lors desa&ssa 3 nN pour des ostéoblastes
ensemencés sur TA6V. En pointillé la courbe moyeirienue aprés soustraction de la
dérive piézoélectrique au cours des essais.

La non-reproductibilité de la dérive ne permet pias l'intégrer aux résultats de

relaxation. Elle est non négligeable, mais diffiéilquantifier.
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Suite aux résultats obtenus sur cet artefact exjeatal, il a été décidé de ne rien
décider... Ne pouvant pas quantifier la dérive duzgédectrique, il est impossible de
soustraire une incertitude théorigue de mesurepR@ence, nous resterons dans des gammes
de sollicitations impliquant des déformations diigativement plus élevées que la dérive du
tube piézoélectrique. C’est le cas pour des foddeslentations de 2 et 3 nN. La figure 5.9,
montre clairement que lors d’essais de relaxatiet aine force d’indentation faible de 0.5
nN sur des ostéoblastes ensemencés sur TA6V (1Besg)lla différentiation entre la dérive
du tube piézoélectrique et la relaxation cellulaagst impossible. La similitude des deux
courbes est dailleurs troublante et sous entene, quour des efforts aussi faibles, la
relaxation cellulaire est négligeable devant lavdédu tube piézoélectrique.

Le nombre de cellules testées étant assez éleus,gameons que les fluctuations des
erreurs de mesures s'équilibrent finalement, ebraagnt la comparaison des courbes de

relaxation cellulaire.

Dérive piézoélectrique
 Fe- F4(nN) P 1a
Relaxation brute a 0.5nN
06 4
05 4
—_—
04 ] /,,”
0.3 / "’/’,,
I
L
g
014
. temps (sec)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.9: Différentiel moyen de force entre la di@ la charge et le début de la décharge
(Fc — Ry) en fonction de la durée d’indentation lors desai&sa 0.5 nN pour des
ostéoblastes ensemencés sur TAG6V, courbe moyenaaldeve du tube piézoélectriqu
au cours des essais.

D

5.2.2. Conclusion

La réalisation d’'une vingtaine d’essais de relaxapour chaque couple force-substrat
permet d’obtenir des comportements moyens assezsepatifs.

L'utilisation de la méthode proposée pour évalaeviscoélasticité cellulaire apporte
des résultats convaincants puisque, comme décrd ldalittérature (81.2), une relaxation en

loi puissance peut étre observée. Les exposantspre® entre 0.24 et 0.28 suivant les
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conditions, sont du méme ordre que ceux observas [alittérature sur différents types
cellulaires. Nous confirmons donc que notre méthede adaptée pour la mesure de la
relaxation viscoélastique cellulaire.

Nous avions la volonté de discriminer le comportenoellulaire suivant l'intensité de
la sollicitation mécanique et la nature du substeatulture. Cela est difficilement réalisable
avec les résultats présentés. Méme si il sembl@guedes temps de relaxation compris entre
20 et 150 secondes, les comportements puisserdiffiéeents, un approfondissement s’'avere
nécessaire. En effet, pour les mémes conditionsriexpétales, nous observons une forte

dispersion des courbes de relaxation.

Deux causes possible a cela :

* La relaxation est différente suivant le lieu d’inthtion : cytosquelette,
membrane ou mixte.

e Pour un temps de culture identique, les cellulesor@ pas toutes au méme
stade de développement. Elles peuvent étre rigidessuples.

* Une rigidification ou un assouplissement peut sfepéau cours des
indentations successives d’'une méme cellule. Liémh observée de la
courbe de charge entre 2 indentations laisse sappase évolution du

comportement mécanique de la cellule aprés n iatlentsuccessives.

5.3.Influence du lieu dindentation sur la relaxation Jscoélastique

d’ostéoblastes adhérents.

Nous I'avons vu lors de I'étude de la rigidité déablastes adhérents sur les différents
substrats apatitiques (84.3), la variabilité desluies élastiques est non seulement forte entre
les cellules testées, mais est aussi tres impertsion le lieu d’'indentation sur une méme
cellule. Nous avons montré que la non uniformitéairellulaire provenait de la présence ou
non des fibres d’actine sous le lieu de l'indewtatiApres indentation, il peut donc étre
observé la relaxation soit des fibres d’actinet daine zone de la membrane ou les fibres
d’actine ont une influence, soit de la membraneleseCes trois cas se manifestant
respectivement par une rigidité élevée, moyenrailgle. Nous avons discriminé les courbes
de relaxation avec comme seul critéere le lieu dmtetion. Pour faciliter la lisibilité, nous

appellerons « cytosquelette » le cytosquelettetidiac
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Pour choisir les bornes de rigidité de ces troassts (membrane seule, membrane
sous influence du cytosquelette et cytosquelettedls nous sommes aidés des travaux de
Costa [COS 06]. Dans son étude, il montra que ktules endothéliales adhérentes
présentaient une non uniformité mécanique qui poudme modélisée par une double
population du module élastique : 1.5 kPa pour lanbrane seule, et 5 kPa pour les fibres

d’actine. A partir de ces valeurs nous avons démiclasses de module élastique suivantes :

« < 2 kPa: indentation de la membrane seule.

2 — 4.5 kPa: indentation de la membrane sous influence doscytelette.

* > 4,5 kPa: indentation du cytosquelette.

Ces classes sont représentées sur la distribdgi®migidités des cellules déposées sur
TAGV et HA (figure 5.10). Elles montrent une probébiforte d’indenter les cellules dans le
groupe « moyen », la ou l'influence du cytosqueleit de la membrane sont difficilement

dissociables (que nous appellerons indentanoirges.

Indentations  Indentations Indentations
membrane seule mixtes cytosquelette seul

0 P t—>>

A
v

N
S

|:| Cellules sur TA6V

I Cellules sur HA

-
S
]

Fréquence d’apparition (%)

o

| BliL

05 1 15|2 25 3 35 4 45|5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13

Module élastique (kPa)

Fig. 5.10 : Distribution des modules élastiquesrpms ostéoblastes ensemencés sur HA
et TAGV et représentation des limites associéedraisctypes d’indentations : membrane
seule, mixte et cytosquelette seul.

5.3.1. Influence du lieu d’indentation sans distinctionsiibstrat

Dans un premier temps, nous avons mis en commnuiastdes courbes de relaxation

réalisées sur des cellules déposées sur TAGV etldar les deux forces d’indentations (2nN
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et 3nN), nous dissocions alors les indentationsad@embrane, mixte et du cytosquelette.
Nous évaluons les courbes de relaxation moyenne gigue catégorie et les représentons
sur la figure 5.11. Dans un souci de clarté, noaiseprésentons pas les écarts type sur ces
courbes. Ceux-ci étant élevés (jusqu'a plus de 8t%lifférentiel de force), ils ne nous
permettent pas d’observer de différences signifieatentre les trois types d’indentations. De
ce point de vue, il semble que la relaxation caifel ne soit pas dépendante du lieu
d’'indentation. Un stimulus mécanique appliqué leoant a la cellule impliquerait donc une
réaction globale de cette derniere.

20

F— Fa (ON) 2 NN a) || Fe— Fi (M) 3nN b)

Indentations du cytosquelette
-------------- Indentations mixtes
o - = = = Indentations de la membrane

Indentations du cytosquelette
-------------- Indentations mixtes
- — = = Indentations de la membrane

temps (sec temps (sec

0 20 £ 60 EY 100 120 140 160 180 200 0 20 a0 60 80 100

120 140 160 180 200

W

Fig. 5.11 : Courbes de relaxation moyenne pouirttentations de la membrane, mixt
et du cytosquelette pour des forces d’indentattEn&nN (a) et de 3nN (b).

Afin de préciser cette hypothése, nous avons rejiradtte étude mais en dissociant
les substrats. En effet, les relaxations cellulagb®nues sur TAGV et HA sont apparues
différentes. Cette variation intrinseque des rdiaxa contribue considérablement aux forts
écarts types que nous observons lors de la miseoermun de toutes les courbes de

relaxation. Distinguer les relaxations cellulaivésa-vis du substrat était donc nécessaire.
5.3.2. Influence du lieu d’'indentation avec distinction slibstrat

Pour chaque force d’indentation, nous évaluonsdiexations du cytosquelette, mixte
et de la membrane obtenues sur chaque matériau.

5.3.2.1.Force d’'indentation de 2nN

Sur la figure 5.12 est représentée I'évolution cmsrbes de relaxation d’ostéoblastes
ensemenceés sur TA6V d'une part, et HA d’autre pattrune force d’indentation de 2nN.
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Comme pour les courbes de relaxation tous substoatfondus, nous ne retrouvons pas de
différences significatives entre les relaxationsagtosquelette, mixtes et de la membrane.
Nous observons que les courbes de relaxation mmdesiivent pas une évolution classique,

de type loi puissance, mais une évolution irrégeldifficilement exploitable.

| Fe—F (nN) HA — 2nN a)| |F-FR®ON) | TAGV -2nN b)

Indentations du cytosquelette
-------------- Indentations mixtes
- — = = Indentations de la membrane

Indentations du cytosquelette
-------------- Indentations mixtes
- — = = Indentations de la membrane

05

temps (sec), temps (sec

0 20 a0 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.12 : Courbes de relaxation moyennes pouirgientations membranaire, mixte g
du cortex d’actine pour une force d’indentatior2dél sur des cellules déposées sur HA
(a) et sur TABV (b).

—

La comparaison des courbes de relaxation du cyébstje et de la membrane pour
des ostéoblastes ensemenceés sur les deux sulagipatse une information nouvelle (figure
5.13) : pour une force d’indentation de 2nN, celxaions sont semblables pour des
ostéoblastes ensemencés sur HA et sur TA6V. Nousrrooms donc que pour cette force
d’'indentation, la relaxation viscoélastique de HElule est, d’'une part indépendante du

substrat, et d’autre part indépendante du lieudéimation (membrane/mixte/cytosquelette).

20

Fe—Fi(nN) | Ind. Membrane 2nN a) |*1Fe—FR(N) |Ind. Cytosquelett—2nN| b

o] ----HA

temps (sec) temps (seq

0 20 40 60 EY 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.13 : Courbes de relaxation moyennes pourmdiEntations de la membrane (a) et|du
cytosquelette (b) pour une force d’'indentation disl 2ur des ostéoblastes ensemencés sur
HA et sur TAGV
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5.3.2.2.Force d’'indentation de 3nN

Nous présentons ci dessous les trois courbes ldeati®n obtenues sur les deux
substrats pour la force d’'indentation de 3nN (feg8rl14). Pour des temps supérieurs a 20
secondes, les relaxations de la membrane et dsqutette sont différentes pour un méme
substrat. Cette différence est clairement sigrtifieapour les cellules déposées sur TAGV
(p<0.05), elle I'est un peu moins pour les celldéposées sur hydroxyapatite (p<0.12). Ceci
peut s’expliquer par le faible nombre de relaxationcytosquelette sur HA (n = 4). Comme
pour l'indentation a 2nN, la relaxation mixte n’gss statistiguement différente des deux

autres, et ce pour les deux substrats.

“IFe— R (nN) HA - 3nN a)||F-FR@ON) | TABV -3nN b)

Indentations de la membrane ,/,/ Indentations de la membrane
-------------- Indentations mixtes /'/'/ e [ndentations mixtes
o® - = = = Indentations du cytosquelette  [**]7 - = = = Indentations du cytosquelette
y temps (sec) temps (sec

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 5.14 : Courbes de relaxation moyennes pourmdishtations de la membrane, mixte
et du cytosquelette pour une force d’'indentatiolil sur des ostéoblastes ensemengés
sur HA (a) et sur TAGV (b).

Les évolutions des courbes de relaxation de la mamebet du cytosquelette révelent
un comportement différent, selon la nature du sabgPour des ostéoblastes ensemenceés sur
TAGV et pour des temps supérieurs a 20 sec, laattaxde la membrane est plus importante
gue la relaxation du cytosquelette. Le cytosqueléttant moins viscoélastique que la
membrane, cette évolution était attendue. Au costrées relaxations provenant de cellules
déposées sur HA montrent une évolution surpren®aer des temps supérieurs a 20 sec la
relaxation de la membrane est inférieure a la e#lam du cytosquelette. Sur HA la force
appliguée a la pointe diminue plus lentement loestjumembrane est indentée. Cela sous
entendrait un caractére viscoélastique plus faildela membrane par rapport aux fibres
d’actine.

A l'aide d’autres représentations, la comparais@s d@¢ourbes de relaxation du

cytosquelette d'une part, et de la membrane d'aodie, obtenues sur les deux matériaux
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confirme cette observation (figure 5.15). Pour desps supérieurs a 20 secondes, la
relaxation du cytosquelette sur TA6V est signifianent différente de celle obtenue sur
HA. Il en est de méme pour lorsque la membransahtitée. Par contre, aucune différence

significative n’est observée pour des temps infgs& 20 secondes.

|Fe=F(N) | Ind. Membrane3nN | @) | |Fe—F (™) |Ind. Cytoswelettc—3nN| b)

TAGV
-—=-HA

temps (sec) temps (sec

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 180 200

Fig. 5.15: Courbes de relaxation moyennes pourmditations de la membrane (a) et du
cytosquelette (b) pour une force d’'indentation disl 3ur des ostéoblastes ensemencés sur
HA et sur TAGV.

L’assimilation a des lois puissance des courbesetixation permet de quantifier
ces observations (tableau 5.3). Sur TA6V, I'exposknta relaxation de la membrane, plus
élevé que celui du cytosquelette, confirme quelaxation est plus forte lorsque I'on indente
la membrane. Par contre sur HA, un exposant pibtefaour la relaxation du cytosquelette
gue pour la membrane témoigne d’un comportemerdrgey non classique (relaxation plus
forte du cytosquelette).

Indentations de la membrane Indentations du cyistte
TAGV AF = 0.502t°%7%  r*>0.99 AF = 0.495t%2%%  r*>0.94
HA AF = 0.453t%2%7 250,99 AF = 0.4049t°%%%  *>0.99

Tableau 5.3 : Expression de I'évolution de la dimimnutde la force appliquée a la pointe
AFM (AF) en fonction du temps lors des essais de retaxdti cytosquelette et de la
membrane pour une force d’'indentation de 3nN .
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5.4.Evolution de la rigidité des ostéoblastes au coudes essais de relaxation

Nous venons de voir que pour une force d’indematie 3nN, les relaxations des
ostéoblastes ensemencés sur TA6V ou HA n’étaientspaslables. De plus, nous avons
remarqué que les courbes de charges successivagemniépas parfaitement reproductibles,
laissant supposer une modification de la celluksoaplissement ou rigidification aprés
chaque indentation. Pour étayer cette hypothéses aoons déterminé I’évolution du module
élastique au cours des essais. En utilisant la rdétkgposée dans les chapitres Ill et IV, le
module élastique est évalué lors des 7 chargeggaét les 7 relaxations. Au total, ce sont

donc 7 mesures de rigidité qui sont obtenues, sporedantes au 7 paliers.

5.4.1. Evolution de la rigidité apres indentation du cyoslette

Nous représentons I'évolution du module élastiqumroe suit : le module élastique
évalué lors d’'une charge sera affecté a la duréeatlar qui suit la charge. Par exemple, la
7ieme, et derniere mesure de rigidité sera dorec@ a une durée de 200 secondes. Cette
représentation permet de réaliser un paralleleedatrelaxation et I'évolution des modules
élastiques.

Dans le cas de l'indentation du cytosquelette,diétion du module élastique est
variable suivant les cellules testées. Des tendapeavent tout de méme étre observées pour

chaque substrat :

» Sur TA6V deux types d’évolutions du module élastiglie cytosquelette ont été

observées :

* Augmentation légére en début d'essai (jusqu'a 2€ors#es) puis ensuite
diminution.
* Diminution des le début de I'essai puis ensuitgrsagion.

Deux exemples d’évolutions obtenues sur TA6V sonndes sur la figure 5.16a.
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» Sur HA, le module élastigue du cytosquelette peuvrs également deux types

d’évolutions :

* Augmentation légére en début d'essai (jusqu'a 2€ors#es) puis ensuite
diminution.
e Diminution des le début de I'essai puis ensuitenargtation.

Deux exemples d’évolutions obtenues sur HA sonndersur la figure 5.16b.

Nous concluons donc gu’en fin d’expérience, les porrements cellulaires different
d’'un matériau a l'autre : le cytosquelette desaldtistes ensemencés sur TA6V a tendance a
se rigidifier, alors que le cytosquelette des ds@sies ensemencés sur HA a tendance a

s’assouplir.

.| E/Bs [ TA6V - Ind.Cytosquelett- 3nN| a)| |E/[fs | HA - Ind. Cytosquelett- 3nN| D)

temps (sec). temps (se

Fig. 5.16 : Evolution du module élastique en fontiilm temps de palier pour des
indentations du cytosquelette pour une force dimalon de 3nN sur des ostéoblaste
ensemences sur TA6V (a) et HA (b).

\"ZJ

5.4.2. Evolution de la rigidité apres indentation de la roeane

Comme dans le cas précédent, I'évolution du moélaistique apres indentation de la
membrane est variable suivant les cellules tesiakyré tout, des tendances peuvent aussi

étre observées. Quel que soit le substrat, deuxtéwts sont possibles :

» Forte augmentation du module élastique dés lesipresnsecondes (jusqu'a 6 fois la
valeur initiale) puis stabilisation. Le module diase final est plus élevé que celui
initial.

* Fluctuation du module élastique aux alentours deleur initiale.
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La encore, nous donnons pour chaque substrat ele@mples d’évolutions obtenus (figure

5.17).

Dans le cas des ostéoblastes ensemencés sur TASMuttuations du module

élastique de la membrane conduisent a des rigi§@é®wis sur 8) inférieures a la valeur

initiale, alors que celles observées sur des oltsigs ensemencés sur HA conduisent a des

rigidités de la membrane (3 fois sur 4) supérie(figare 5.17). Ceci confirme un différence

de comportement des ostéoblastes sur les deuxatsbst

E/E

TA6V - Ind. Membran- 3nN | a)

E/EO HA - Ind. Membran- 3nN| D)

temps (sed temps (sec

40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 EY 100 120 140 160 180 200

Fig.5.17 : Evolution du module élastique en fonctiena rigidité initiale (i) pour des
indentations de la membrane pour une force d’iratemt de 3nN sur des ostéoblastes

ensemences sur TA6V (a) et HA (b).

5.5.Discussion

Nous pouvons dire que I'évolution de la relaxatetiulaire est corrélée a I'évolution

de la rigidité.

Pour le cytosquelette sollicité sous 3nN, on olsenve relaxation plus forte sur HA

gue sur TABV ; dans le méme temps la rigidité duekzte des cellules cultivées sur
HA diminue régulierement au cours des indentatisunscessives (assouplissement),
alors qu’elle augmente pour les cellules cultive@sTAGV (rigidification).

Pour la membrane sollicitée sous 3nN, la relaxatibservée est plus faible sur HA
gue sur TAGBV ; simultanément le module élastigueadenembrane augmente tres
fortement pour les cellules cultivées sur HA (rifigchtion importante lors des

indentations successives), alors qu’il tend a dimin (assouplissement de la
membrane), voir & augmenter l[égéerement pour lddeglcultivées sur TAGV

Une étude réalisée en utilisant des traceurs costdans le cytoplasme cellulaire ou

attachés a la membrane a permis de sonder le oglesg sous la membrane, et le
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cytosquelette profond de cellules épithéliales [VAB]. L'auteur montre que les exposants
des lois puissance n’ont significativement pasiéses pour ces deux domaines. L'exposant
valait 0.17 et 0.26 respectivement pour I'actindicale et le cytosquelette profond.

Dans notre étude de la relaxation du cytosquelettesont les fibres du cytosquelette
profond qui sont sollicitées. Ces relaxations espectivement un exposant de 0.28 sur HA et
0.20 sur TAGBV. Avec un exposant de 0.20, la relaxatiu cytosquelette sur TA6V s’éloigne
donc du comportement attendu.

Cependant, nous avons vu une augmentation du méthdgeéque au cours des essais
de relaxation du cytosquelette sur TA6V. Cettedifgiation ne peut s’opérer que par le biais
de l'actine corticale, cette derniére ayant un ct@ra hautement dynamique. Le caractere
élastiqgue de l'actine corticale peut étre alors erplication a la diminution du caractere
visqueux du cytosquelette profond.

Par ailleurs, I'étude de la relaxation de la meméraonfirme cette hypothese. La
rigidification de la membrane sur HA s’accompagnendexposant plus faible (0.23) que
I'exposant correspondant a un assouplissement ahefabrane sur TA6V (0.26). La création
d’actine cortical autour des lieux d’indentationpimuerait d’'une part 'augmentation de la
rigidité et d’autre part la diminution du caracteigcoélastique de la zone indentée.

Enfin, on notera que pour des temps inférieurs &&dndes, tant au niveau de la
relaxation qu’au niveau de I'évolution de la rigéila distinction entre les deux substrats est
impossible. Cette derniere observation confirmbele étroit entre la rigidité et la relaxation

cellulaire.

La non distinction possible de comportement pouwrtéenps inférieurs a 20 secondes
pose la question de la réaction d’'une cellule. famps courts il est possible d’observer soit
la diminution soit 'augmentation du module élagggde facon aléatoire. On observe dans
tous les cas un changement fort de rigidité. Amxp plus longs, le module élastique suit une
évolution réguliere. La comparaison des relaxataansTA6V et HA a montré des différences
pour des temps supérieurs a 20 secondes.

La réaction immédiate et aléatoire de la cellule seeait-elle pas qu’'une phase
précédant une réorganisation cytosquelettique pimslamentale - celle-ci pouvant étre
différente suivant le substrat - ? Apporter uneorése a cette question n’est évidemment pas
aisé. Elle implique nombre de questions en rappat aotre méthode expérimentale.

Est-ce la cellule qui, apres la premiere indentatiéagit de facon a induire une

rigidification ou un assouplissement ? Est-ce l&tiépn des indentations qui implique une
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hypothétique réaction ? Le temps de maintien emgehserait il un facteur influencant cette
réaction ?

Toute ces questions se rapportent a la mécanotretisy, c’est a dire les liens
unissant facteurs mécaniques et phénomeénes biapiesii Au niveau des cellules toute
variation des contraintes est percue par de nombréugepteurs et se traduit par des
modifications fonctionnelles. Les intégrines, retida matrice extracellulaire aux sites
d’adhérence focale et au cytosquelette, peuvenshmattre et moduler la tension mécanique
dans la cellule. Par ailleurs, les contraintes miggees agissent sur les canaux ioniques, sti-
mulent des récepteurs membranaires et induisentcdesades complexes d’événements
biochimiques [HUA 04]. Une durée a priori inconrergre le moment de la sollicitation et la
mise en route de la réaction cellulaire rend diffi€observation de cette derniére.

5.6.Conclusion de I'étude

Pour une force d’indentation de 2 nN, la relaxatellulaire semble ne pas dépendre
du substrat ni du lieu d’indentation. Malheureuseinée peu d’essais de relaxation du
cytosquelette (4 sur TAG6V et 3 sur HA) ne nous pripas de tirer des conclusions
définitives.

Au contraire, pour une force d’indentation de 3 miNe distinction est possible entre
la relaxation du cytosquelette et la relaxatiodadmembrane. La relaxation de la membrane
est plus forte sur TAGV que sur HA, c’est I'inverseur le cytosquelette. Nous avons montré
au chapitre IV que le cytosquelette était plus nigg@asur TA6V, se traduisant par une rigidité
plus forte et une relaxation plus faible.

Il est par contre étonnant de trouver une relaratle la membrane plus forte sur
TAG6V. La membrane des cellules déposées sur TA6Mtgaes viscoelastique que celles
déposées sur HA. L’évolution de la rigidité au sodes essais apporte une explication. Dans
le cas de I'HA, le module élastique suit différentavolutions mais ne diminue jamais au
cours du temps. Au contraire, sur TA6V, trois quaes cellules (6 sur 8) montre une
diminution du module élastique. Ceci pourrait eqpér la difference de comportement au
cours des essais de relaxations. La membrane tlsbtastes ensemencés sur TAG6V aurait
tendance a s’assouplir aprés chaque indentations gue la membrane des ostéoblastes
ensemenceés sur HA aurait tendance a se rigidiieas ne sommes pas en mesure d’apporter
des explications biochimiques sur ces phénomeénes.éludes plus poussées, notamment en

biologie cellulaire, pourraient aider a leur contpmésion.
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L’évaluation biologique de nouvelles hydroxyapaiteubstitutées a été I'élément
central de notre travail. L'objectif était de metten évidence le rble éventuel de deux
substituants, le carbonate et le silicate, sur &abolisme des cellules ostéoformatrices de
type MG-63.

Pour cela des échantillons denses et monophasésatitts carbonatées de
composition chimique GagPOy)s.35C0s)0.65(OH)1. 350Nt été élaborés par nos soins alors que
des pastilles d’'apatites silicatées nous ont ébénfes. Leurs formules chimiques sont les
suivantes :

Sio2HA : Cao(PQy)s.8(SiO4)0.2(OH)1.8
Sip.4HA : Cao(PQy)s.6 (SiO4) 4(OH)16
Sio.eHA . Calo(PO4)5_4 (S|O4})6(OH)14

Le suivi de la dynamique des populations cellula@ire surface de ces matériaux a
permis d'en évaluer la biocompatibilité. L'adhésiaellulaire a été utilisée comme
information complémentaire. Elle a été évaluée d'pae, directement par I'observation des
contacts focaux et d’autre part, indirectementipanesures des rigidités des cellules.

Les mesures de rigidités n’étant pas totalementcrigitives du comportement
mécanique des cellules adhérentes, nous avonsdgracBétude du caractére viscoélastique
d’ostéoblastes ensemenceés sur 2 matériaux clagssiaitilisés en chirurgie orthopédique,

I’hydroxyapatite stoechiométrique (HA) et le TAGV.

L’évaluation biologique des différentes hydroxydies silicatées a montré que
celles-ci sont bioacompatibles. Les ostéoblasteifgnent et adhérent a la surface de ces
matériaux. Malheureusement, nos résultats monpeuntde différence entre le comportement
des ostéoblastes ensemencés sur les différentesxggpatites denses. La dynamique des
populations cellulaires, le développement du résédagtine, la répartition des contacts
focaux sont semblables sur tous les substratstigpas. La nature du substituant ne semble
jouer aucun rdle sur I'adhésion cellulaire, puisqueune différence significative ne peut étre
observée entre les résultats obtenus sur apatliestées et carbonatée. En revanche, la
comparaison du comportement cellulaire sur TA6\s@t les hydroxyapatites montre que
'adhésion est plus forte sur le substrat métadlique réseau d’actine y est plus développé et

les modules élastiques les plus élevées y sonthaisse
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Conclusion générale

Nous montrons donc que I'adhésion cellulaire eshldépendante de la nature du
matériau, mais que la chimie de surface des diffése hydroxyapatites que nous avons
testées ne l'influence pas.

Grace aux liaisons Si-O développées par la subsfitiphosphates — silicates, la
fonctionnalisation de surface des hydroxyapatiiésattes peut étre envisagée. Ainsi, le
greffage de principes actifs ou de molécules omgas capables de fixer par la suite une
séquence d’acides aminés reconnue par les osttasblpsurrait étre envisagé sur ces
matériaux. L'hydroxyapatite substituée par des icerbonates serait résorbable [DOI 98].

L’étude du comportement d'ostéoclastes a leur saré&mble alors judicieuse.

Préalablement, une étude avait permis de valideréthode d'évaluation de la rigidité
cellulaire par indentation a l'aide d’'une pointe MFLes modules élastiques les plus élevés
ont été évalués sur les ostéoblastes traités piéalant a la Jasplakinolide, une drogue
conduisant a la surpolymérisation des fibres d'actll a donc été observé que les cellules les
plus rigides possédaient le réseau de fibres daddi plus developpé.

Par ailleurs, les ostéoblastes peu adhérents peésdas modules élastiques les plus
faibles. Nous avons donc montré que I'évaluatiofadégidité cellulaire comme indicateur de
'adhésion cellulaire est judicieux.

La variation du module élastique d’'un point a lrautle la cellule est d’autant plus
élevée que le cytosquelette est developpé. On eclicalonc que le cytosquelette est
responsable de la non uniformité de la réponse mguwa des cellules. Le module élastique
moyen des ostéoblastes ne peut pas refléter laméormité de la structure d’'une cellule. La
largeur et la dysymétrie des distributions des nexiiélastigues compléte alors cette

approche.

Les cellules adhérentes ayant un comportement élsstique complexe, des travaux
sur la relaxation cellulaire ont été réalisés. Pmrla, nous avons mis en place une méthode
originale basée sur une succession d’indentationague indentation étant suivie d’une
relaxation. La mise en commun des données obtdarsedes différentes relaxations permet
la reconstitution d’une courbe de relaxation ed#rex et deux cents secondes.

En premier lieu, il a été montré que notre méthqumee des résultats convaincants.
Comme décrit dans la littérature une diminutionlaeforce appliquée a la pointe en loi

puissance peut étre observée. L'exposant de cetdaint proche de 0.2.

141



Conclusion générale

De plus, pour une force d’indentation de 3 nN etrpdes temps de relaxation
supérieurs a 20 secondes, une distinction estlgesaitre la relaxation du cytosquelette et la
relaxation de la membrane. Pour des temps inféri@ 20 secondes, une distinction n'est pas
possible. Par ailleurs, la relaxation semble intiraet liée a I'évolution de la rigidité au cours
des essais. Une rigidification ou un assouplisséndenlieu d’indentation étant corrélés
respectivement avec une relaxation plus forte aa fdible de la cellule.

Aux temps courts il est possible d’observer un éldngement de rigidité. Aux temps
plus long, le module élastique suit une évolutiégutiere. Se posent alors deux questions :

* Quel est le temps nécessaire a la cellule pouatapter aprés une sollicitation

* Quelle est la capacité d’'une cellule a réagir ageesultiples indentations
Notre méthode étant basée sur une succession kfatons de plus en plus longue, il est
difficile de conclure sur ces deux facteurs.

Le « challenge » serait de confirmer ces obsemstiors d’essais plus formels. La
vitesse de sollicitation, le palier de relaxationsaque le temps d’attente entre indentations
pourraient étre des paramétres influencant le comment cellulaire, en particulier les

phénomenes de rigidification ou d’assouplissement.
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Annexe A : Relaxation viscoélastique

A.1 Relaxation d’un matériau viscoélastique a temgrature donnée

L’expérience de relaxation consiste a appliquer wd&ormation constante au

matériau,yo, et a suivre I'évolution de la contrainte,en fonction du temps. On définit un

module de relaxation, rapport de la contrainte dé@rmation imposée. Ce module est une

fonction du temps :

G[I}: ﬁ
Yo

La figure A.1 montre la variation du module de xelgon d’'un matériau viscoélastique en

fonction du temps en échelles logarithmiques auscalune expérience de relaxation a

température fixe. Quatre régions sont discernables

un domaine vitreux aux temps courts (le terme dewx décrivant la similitude de
comportement du matériau avec un verre) : le modsteonstant et de I'ordre de’10
Pa (module de plateau vitreux g §5

un domaine de transition : le module diminue rapieiet de une a trois décades
environ et le comportement dépend d'un temps praprgolymerej, nomme temps
de retardation. Ce temps varie selon la températigtide. Il peut étre défini
approximativement par le point d'inflexion de laidme logarithmique G (t) ;

un domaine caoutchoutique (le terme de caoutchomitdgcrivant la similitude de
comportement du matériau avec un élastomeére) :oduta est constant et de l'ordre
de 16 Pa (module de plateau caoutchoutiqlig Y5

un domaine d’écoulement ou terminal : le moduleidlira, le polymére s'écoule. Cette

zone est absente dans le cas des polymeres réticulé

Dans la zone de transition ou dans la zone termit@lcomportement dépend de temps

propres au polymere appelés temps de relaxatios.t€aps varient selon la température

d'étude et peuvent étre définis approximativement Ips points d'inflexion de la courbe

logarithmique G (t).
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Fig. A1 : Module de relaxation d’'un matériau visleafique a température donnée

Pour expliquer physiquement les phénomenes obseoréegeut raisonnablement
supposer que la déformation macroscopique n'est lgueeflet d’'une modification
microscopique des configurations des chaines dansmébtériau. Les phénomenes
viscoeélastiques trouveraient donc leur origine dengossibilité de mouvements intra ou
intermoléculaires des chaines par rapport a unaetiggosd’équilibre statistique. Cette
explication permet de rendre compte des obsenaatexpérimentales en relaxation par
exemple. A température donnée, pour des temps lteitation courts, aucun mouvement
n'est possible au sein du matériau, le module &stééet constant et le matériau a le
comportement d’'un verre (plateau vitreux). Lorstgugemps de sollicitation est plus long, des
mouvements locaux de la chaine (séquences de plydus longues d’environ 50 a 100
atomes du squelette de la macromolécule) deviempueasibles (zone de transition) ; le temps
de relaxation refléte le temps nécessaire a cevenuents ou, en d’autres termes, le temps
pour qu'un segment de longueur donnée renouveli@érement sa configuration. Dans la
zone d’écoulement, aux temps trés longs, les moamtamMis en cause sont des déplacements
de la chaine entiere dans son environnement aveenops de relaxation évidemment plus
grand. Dans la zone de plateau caoutchoutiguentessements locaux de la chaine restent
possibles mais, par contre, si les chaines sobez dsagues, les mouvements de plus grande
amplitude sont alors limités par la présence d'adions interchaines localisées en des points
nommeés enchevétrements. Avant de rentrer plus @mlsiélans la modélisation de ces
phénomenes d’interaction interchaines, nous présenles modéles mécaniques

classiquement utilisés pour caractériser la vissigité.
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A.2 Modeles viscoélastiques simples

Des modeéeles mécaniques simples permettent de déamotd comportement
viscoeélastique simple en couplant un élément ptéaserune réponse visqueuse idéale a
'application d'une contrainte (un piston, qui dbstrictement a la loi de Newton) et un
élément présentant une réponse élastique idéaitation d’'une contrainte (un ressort,
qui obéit strictement a la loi de Hooke). Le contporent du piston est donc caractérisé par
une viscosité et celui du ressort par un module G. Le modélévidewell regroupe un
amortisseur et un ressort en série (figure A.2)yiake Voigt un amortisseur et un ressort en
parallele (figure A.2). La particularité du modéle Voigt est de ne pas présenter d’élasticité
instantanée. Ceci entraine que sa fonction de attaxn’est pas continue et dérivable par
morceaux, avec un saut fini a l'origine : I'appliom d’'un saut de déformation én= 0
produit une contrainte infinie. Ce modéle n'est d@as utilisable en relaxation, sauf si la
mise en charge est progressive, et serait poug cagon associé a un ressort en série pour
effectuer des calculs de structure (modéle de KeWoigt — non présenté). Le modele de

Maxwell permet de caractériser des expériencesldration.

n

O /BBBB008 \——0 n G

Fig. A2 : Modele de Maxwell (a gauche) et mod#devoigt-Kelvin (a droite)
pour un matériau viscoélastique

Dans le modele de Maxwell, les déformations de wbaélément s'ajoutent pour
donner la déformation globale alors que la conteagst identigue dans chaque élément et

€gale a la contrainte globale. En utilisant les di@scomportements élastique (loi de Hooke ;

= Gy) et visqueuse (loi de Newtor ;= n ) respectivement pour le ressort et le piston, on

montre que le module de relaxation suit la loi :
G(t) =G exp (-t/L) avech =n/G
Ce modele, puisque tres simpliste, présente uaudde taille : les phénomeénes de relaxation

et de fluage sont décrits, au mieux, par des loisoeentielles comportant un temps
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caractéristique unique, alors que les observatexperimentales montrent des variations
moins rapides des grandeurs.

Pour pallier ces inconvénients, il a été imagirgsdociation d’'un grand nombre
d’élements de base de méme type qui forment a®rsmddele de Maxwell généralisé
(Maxwell-Wiechert). Il est réalisé par associatiem parallele de N modéles de Maxwell
élémentaires de caractéristiques (oui; =n; / G pouri=1a N ). Le module de relaxation
sera alors :

G(1) :i Giexp (-t/Ai)
i=1
La modélisation du comportement d’'un matériau udéipeut se faire en ajoutant, en parallele
au systeme précédent, un ressort de modgleak conduisant a un module de relaxation de
la forme :
G =G+ Giexp (Un)
i=1
Si le nombre N d’élément de Maxwell augmente indéfent, le spectre discret évolue vers
une courbe continue, le module devient alors umetion continue G(t) des temps de

relaxation ; la fonction de relaxation d’un tel nébelpeut s’écrire comme suit :

G =G+ IH(A) exp ( -t/A; ) avec HR) spectre des temps de relaxation
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Annexe B : Les modéles viscoélastiques cellulaires

B.1 Les modéles comportementaux

B.1.1 Structural Damping

Dans ce modéle, le module de pertes est une fractiostante du module élastique.
Ce couplage entre les deux modules se justifiauparsource commune le cytosquelette. Le
rapportn = G”/G’ est donc constant pour toutes les frequeeG’ et G” étant défini dans le
domaine fréquentiel) et le modele donne une relalicecte entre la contrainte appliquée T(f)
et la déformation résultante (f) dans le domaine fréquentiel.

T =G'@A+i n) 6 (F)

Les modules élastique et visqueux se comportent @onloi de puissance de la pulsation
d’excitation. Des mesures de magnétocytométriecefées sur des cellules adhérentes ont
validées ce modéle [FAB 01] [HOF 06]. Ce comportetree aussi été observé pour des gels
d’actines in vitro [MAH 04]. Un tel comportemenattuit que le processus de relaxation n’est
pas lié a un temps propre caractéristique de lmleelmais que I'on a une distribution
continue du temps de relaxation [DES 05]. La diggpaau sein de la cellule n'est pas
simplement visqueuse mais le résultat de nombreaogepsus dynamiques élémentaires a
différentes échelles. Afin d’interpréter un tel quontement, il est envisagé un modele de
Maxwell généralisé constitué par la mise en pdelitune infinité d’éléments de Maxwell
[BUR 05].

B.1.2 Matériaux vitreux mous

P. Sollich a montré que la rhéologie des matértreux mous peut étre mise en
parallele avec celle de la cellule [SOL 98]. Cest@&ayes dont font partie les mousses, les
pates, les émulsion et les milieux granulairest samactérisés par leur désordre structurel
(éléments constitutifs trés différents), leur mistbiité et leur état hors équilibre
(réarrangement permanent des éléments constitufifaps le cas du cytosquelette, les
éléments sont vus comme étant en permanente résajan et se réarrangent en fonction des
interactions avec la matrice protéique. Ces sysiémpparaissent comme des bons modeles
pour la mécanique cellulaire puisque eux aussiprméent a la déformation avec une loi

puissance de la fréquence.
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B.2 Les modeéles structuraux

B.2.1 Modéles de gels de polymeres et de transiteophase

Dans ces approches, le cytosquelette est vu conmgeludynamique constitué de
trois réseaux (les filaments d'actine, les microtab et les filaments intermédiaires)
interconnectés qui s'assemblent et se désassenarguermanence suivant un processus de
percolation. Comme dans tout systeme utilisantilecgpe de percolation, la notion de densité
en éléments actifs (ici les filaments d’actine) essentielle puisque c’est elle qui régit la
transition de phase. Divers auteurs ont travaillédes solutions d’actine et ont montré non
seulement linfluence de la concentration en filatee[GAR 03] [MAH 04], mais aussi
linfluence de concentration en protéines de linigdAN 98] [GAR 04a] [WAG 06]. lIs
montrent aussi une dépendance des propriétés lastigaées du cytosquelette en fonction de
la fréquence de sollicitation encourageant le dippgment de nouveaux modeles structuraux

plus complexes.
B.2.2 Les modéles de mousses

Dans ces modéles, le cytosquelette d’actine essid@® comme une mousse et la
théorie des solides alvéolaires lui est appliql@estructure cellulaire serait alors un réseau
interconnecté de barres élastiques qui se coudrriairs d’'une déformation. L'utilisation des
travaux de Gibson et Ahsby ont été fondamentaus tlassor de ces modeles [GIB 88]. En
s’appuyant sur ceux-ci, Stracher publia en 1996tsesux et, en supposant que seule la
courbure de l'actine est responsable de la défeomatellulaire, démontra que la rigidité
globale du réseau serait d’environ 104 fois plukléaque celle des filaments le constituant
[STA 96]. Ceci est un résultat important puisqu'@usirappelant que la rigidité des filaments
d’actine a été estimé a 0.5GPa, ce modele préwoit dne rigidité cellulaire de I'ordre de 5
10* Pa. Cette valeur se trouve dans la gamme des msesfieetuées en AFM (ndrl a0
Pa). Quelques années plus tard Stamenovic appestaléments nouveaux et confirma que ce
modéle pouvait prédire la rigidité des celluletées par AFM (ou micromanipulation de
microplagues) mais pas pour des techniques ouoleged sont appliquées spécifiquement
(magnétocytométrie, pinces optiques) [STA 99]. Lana&quipe affina les calculs et estima
que la rigidité cellulaire devrait étre compriserenlG et 1¢ Pa confirmant les valeurs

préecédemment prédites [COU 03].
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B.2.3 La structure de tenségrité

Ces modeles sont des cas particulier du modéletesoprécontraintes. On considére
la structure cytosquelettigue comme un réseauutéicde cables soumis a une tension
initiale. Ces modeéles sont définis comme des sirastréticulées tridimensionnelles en état
d’autocontrainte issue de linteraction entre usestl discontinu d’éléments « barres »
comprimés par un réseau continu d’éléments « céblpsétendus. La tension interne est
autoéquilibrée par la compression des barres sgatececi méme en l'absence de force
appliguée. Initialement conceptualisé par des tectds, le modéle de tenségrité a éte
appligué a la cellule par Ingber [ING 93]. Ce madekt le seul a considérer une structure
tridimensionnelle du cytosquelette issue de I'agdage de plusieurs types de filaments. Une
autre observation est remarquable ; la rigiditérdedeles de tenségrité dépend des conditions
d’effort. On retrouve le caractére non-linéairelaenécanique cellulaire. De la méme facon
gue pour les modelamoussesCoughlin a estimé qu’'avec ce modele, la rigidiédulaire
devrait étre comprise entre 10 et 100 Pa [COU @&k valeurs sont cohérentes avec les
mesures effectuées par des techniques appliquantcdetraintes faibles telle que la

magnétocytometrie.
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The aim of this work enters in the process of dgumlent of phosphocalcic apatite. The
studied materials are silicated and carbonated dxyapatite. It was a interdisciplinary work
where synthesis and sintering of ceramics matewvieee studied and cellular behaviour on
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Résumé :

L'objectif de cette étude s’inscrit dans une dérmarde développement de céramiques
apatites phosphocalciques et de leur évaluatiolodique. Les matériaux étudiés sont des
hydroxyapatites silicatées ou carbonatés densesn@mophasées. Il s’'agit d'un travall
interdisciplinaire, qui va de la synthese et laangh ceuvre de matériaux céramiques a la
biomécanique cellulaire et les essais de cultuebslaires in vitro. La dimension originale du
projet concerne le suivi de la réponse des cellogsguses déposées sur ces céramiques par
'indentation a l'aide d’'un AFM. Ces travaux momted’'une part, que la bioactivité des
matériaux étudiés était semblables et d’autre pamt, la relaxation de cellules ensemencées
sur TABV et hydroxyapatite stochiométrique suivem Ipi puissance (exposan0.2) sur 2-
200 secondes. La méthode originale utilisée mqudreailleurs que la relaxation d’'une fibre
d’actine est différentiable de la relaxation denembrane cellulaire.
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