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Résumé

Le but de ce travail est I'analyse du réle des assemblages moléculaires du
fluide synovial dans le fonctionnement tribologique d'une articulation naturelle saine
et prothésée. Pour cela un modele ex vivo réaliste reproduisant les caractéristiques
mécaniques et physicochimiques d’une articulation naturelle a été congu et exploité.
Ce modele reconstitue ex vivo les propriétés meécaniques et physico-chimiques des
cartilages articulaires en utilisant un matériau polymérique de type hydrogel.

Le modéle reconstitue aussi ex vivo les assemblages moléculaires du fluide
synovial (multicouches lipidiques et vésicules du gel synovial) en utilisant des
techniques de physique nanostructurale comme le dépot lipidique par éclatement de
vésicules et par la co-adsorption des micelles, la fabrication des liposomes et la
microscopie de force atomique. L’évolution de ces assemblages moléculaires est
visualisée in situ, au cours d'essais de frottement, par microscopie optiqgue en
fluorescence obtenue avec des marqueurs moléculaires.

Les résultats expérimentaux corrélés avec un modele numériqgue des
multicouches lipidiqgues (dynamique moléculaire) permettent de localiser ou et
comment s’effectue le glissement dans les assemblages moléculaires de la synovie
ce qui contribue a expliquer l'origine des valeurs de frottement mesurées. Par
exemple, si le glissement se localise dans le gel synovial le coefficient de frottement
est de 0.15, alors qu'il n’est que de 0.0015 lorsqu'’il se localise dans les multicouches
lipidiques.

Sur le plan appliqué, d’autres résultats montrent que I'hydrogel, simulant le
cartilage, favorise la formation et le maintien des multicouches lipidiques, ce qui n'est
pas le cas avec l'acier et le polyéthylene des implants. Cela permet d’expliquer les
différences de comportement tribologiqgue dans les deux cas. Enfin, la mise en
évidence d’une interdépendance entre les propriétés mécaniques et les propriétés
physicochimiques de I'hydrogel a été exploitée pour comprendre des phénoménes
meécaniques (variation du module d’élasticité, usure....) liées a I'évolution des
pathologies.
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Introduction

La médecine est une science des pannes,
celles de I'organisme humain... Mais si
le médecin est un dépanneur - rien de
plus, rien de moins - il est le dépanneur
d'une machine dont il ne possede pas les
plans.

[Lucien Israél]

Toute science a pour but la prévoyance.
[Auguste Comte]

1. Enjeu social

Les maladies ostéoarticulaires représentent endi@8a de I'ensemble des pathologies
identifiées en France chaque année. Elles toudioem¢s les catégories d’age, avec une
prédominance pour les personnes de plus de 65a@hsnviron 60 % du total de malades.

Dans ce contexte, et en tenant compte de l'alloegende la durée de vie et des
exigences de qualité qui 'accompagnent, il n’ex ptonnant de constater I'intérét croissant
vers des recherches visant a améliorer les traitenues ces maladies.

Ces recherches ont conduit, dans les dernieresnuiése au développement de
nouvelles techniques de traitement, médicalesudicales et prothétiques (voir annexe 1),
induisant de nombreuses études sur des articusgpatinologiques, et visant principalement a
développer de nouveaux matériaux. Malgré ces seffda durée de vie in vivo de ces
matériaux s'avere souvent tres décevante par rappar extrapolations faites a partir de
simulations ex-vivo. Cette discordance peut-étrimcpalement imputée aux conditions
d'essais tribologiques ex-vivo, insuffisamment istes vis-a-vis des particularités
mécaniques et physico-chimiques du milieu biologighe plus les propriétés du milieu
biologique sont mal connues, car souvent mesurées des conditions éloignées de la
réalité, a partir de prélevements biologiques isdasticulations pathologiques. C'est en
particulier le cas de la synovie.

2. Enjeu et état de I'art scientifique

Les études visant a comprendre les phénoméeneaudiésnctionnement des structures
vivantes, comme ['articulation humaine, sont compk car elles nécessitent une vue
d’ensemble sur les aspects mécaniques, physicagie et biologiques. Ces aspects ont
généré une bibliographie tres vaste dans laquelleauve souvent des interprétations tres
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différentes pour un méme phénomeéne, qui néanmausent étre toutes réalistes, mais
chacune de son point de vue (biologie, physico-hiou mécanique). Les recherches
actuelles tentent de rassembler tous ces pointsudgoour comprendre le fonctionnement
global. Mais, cela reste encore a I'’échelle d’uanl g#ément articulaire, comme c’est le cas
par exemple du cartilage [1].

L’étude des interactions entre les éléments adig n'a été initiée qu'il y a une
vingtaine d’années, devant la faible efficacité ttagements des maladies ostéo-articulaires,
et a pris de 'ampleur dans les dernieres décenBiasle plan tribologique, de telles études
sont une réelle avancée, car le fonctionnementedauticulation, qu’elle soit humaine ou non,
dépend autant des matériaux en contact que dursystEcanique qui sollicite ce contact. En
revanche, ces études ont majoritairement portedssircas pathologiques, donc en quelque
sorte sur des anomalies de fonctionnement. Elldsoooulté I'analyse des conditions
optimales de fonctionnement, c'est-a-dire cellasnel’ articulation saine et qui sont les
conditions a rétablir.

Par conséquent, ce travail est orienté principatemers la compréhension du
fonctionnement tribologique d’une articulation saet, comme application secondaire, nous
examinons le cas pathologique des implants artresla

Une revue des travaux de recherche sur l'arti@iasiaine montre que la portée des
approches expérimental@s vivo est limitée par les difficultés d'expérimentatigtes a la
résolution insuffisante des moyens de mesure, guipermettent pas linstrumentation
tribologique du contactCes difficultés ont conduit a des études vivo utilisant des
prélevements biologiques (cartilage articulaireasye), dont la réalisation et la conservation
affectent la représentativité des résultats.

D’autre part, les approches théoriques font apmlEisamodeles, dont certains attribuent
a la synovie une fonction de lubrifiant, généram¢ portance de type élastohydrodynamique
lors des phases du mouvement articulaire pour édegules vitesses relatives des deux
surfaces antagonistes sont suffisantes [2-6]. Toistede tels modeles ne permettent pas
d’interpréter les performances tribologiques descwations dans la majeure partie des
phases du mouvement pour lesquelles le régimelddidation ne permet pas I'obtention de
la portance par film lubrifiant, régime appelé régi« limite », [7-9].

C'est pourquoi un intérét croissant s'est manifdsigés les derniéres décennies pour
l'identification et la caractérisation des intedac biomoléculaires formées lors du
fonctionnement tribologique des articulations saina prothésées. Ainsi, quatre composants
biologiques de la synovie ont été identifies comd&erminants dans les performances
tribologiques des articulations, et certains travieur ont attribué des réles découplés :

« l'albumine protégerait contre l'usure les surfacegtalligues des implants
articulaires [10,11],

» l'acide hyaluronique tend a augmenter la viscad@téa synovie [12],

* la lubricine et les phospholipides s’accrochentlausurface des cartilages sains et
modifient les conditions tribologiques en réginmaite [13,14].

Mais ces travaux ont négligé le rble des interastimultiples entre les composants de

la synovie et les corps en contact au cours dutifimeement tribologique articulaire. Des
recherches récentes ont suggeére le réle tribolegigsentiel de telles interactions:
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» sous sollicitations tribologiques les albumineseantédes réticulations avec I'acide
hyaluronique ce qui modifie la rhéologie du flugigovial [15].

» l'association d'acide hyaluronique avec des lipigesut créer des structures de
poches ou tubes remplis d’acide hyaluronique, eatde multicouches lipidiques
[16]. De plus, il a été montré que de telles stmegt diminuent le caractere
rhéofluidifiant des solutions aqueuses d’acide tgalique [17].

» la lubricine peut, par sa partie « vitonectineixgif les couches lipidiques sur la
surface du cartilage articulaire, et par sa partiemopexyne » les protéger contre
I'oxydation et donc assurer leur durée de vie [22Q].

3. Objectif

Le contexte social et scientifique ainsi que I'éatl’art des recherches actuelles, ont
contribué a définir les principaux objectifs deti@rail qui sont :

 de comprendre le rble des assemblages moléculaieeda synovie sur les
performances tribologiques remarquables des aationls naturelles,

« d'examiner les capacités potentielles de ces doasts a améliorer les
performances tribologiques des implants articutaire

4. Stratégie

Les moyens d’expérimentation in vivo étant insafifits pour étudier le fonctionnement
tribologique des assemblages moléculaires, noussaveté conduits a réaliser des
expérimentations ex vivo.

Afin de garantir le réalisme des résultats, noussreommes attachés a reproduire ex
vivo les spécificités tribologiques du fonctionnerhd’une articulation naturelle. A cet effet,
il a fallu prendre en compte les parameétres deséerble du triplet tribologique articulaire, a
savoir : les premiers corps en contact (cartilagtsulaires), le troisieme corps, c'est-a-dire le
fluide synovial qui contient les assemblages mdés et sépare les premiers corps, et bien
évidemment le mécanisme (I'ensemble moteur tendoiscles, ligaments) qui impose les
sollicitations locales.

Par conséquent ce travail a tout d'abord consisténaevoir, puis réaliser, un triplet
tribologique articulaire modele, et a I'exploitex givo dans le but de comprendre le réle
tribologique des assemblages moléculaires de laveyn Ce travail est présenté en 3
chapitres.

Le chapitre A est consacré a la conception du modele. Il présene analyse
tribologique conduisant a la sélection de paramsemrecaniques et physico-chimiques
pertinents pour reconstituer ex vivo le triplebalogique articulaire.

* Le paragraphe A.1 est consacré a lidentificatidnlae sélection de parametres
mécaniques et physico-chimiques déterminants,réépectivement au mécanisme
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articulaire (ligaments, muscles...), aux premiergpsofcartilages), et au troisieme
corps (synovie), devant étre reproduits ex vivo.

* Le paragraphe A.2 est consacré aux interactionee des éléments du triplet
tribologique, qui régulent le fonctionnement artaire et doivent également étre pris
en compte dans une étude tribologique réaliste.

* Le paragraphe A.3 positionne notre étude par rapmnor modeles de lubrification
articulaire proposés dans la bibliographie.

L’ensemble des parametres mécaniques et physicngues sélectionnés dans ce
chapitre, ainsi que la structure de la synovie psép sont utilisés dans ¢bapitre B pour
définir un modele expérimental ex vivo.

* Le paragraphe B.1 présente alors la reproductievivexdes propriétés mécaniques
et physicochimiques des cartilages articulairesusilisant un matériau de type
hydrogel HEMA. Ce paragraphe présente aussi lil#eendance entre les propriétés
meécaniques et physicochimiques du matériau HEMAerdiépendance qui a été
exploitée pour comprendre les phénoménes mécanitigesa I'évolution des
maladies articulaires.

» Le paragraphe B.2 présente la reconstitution ew du fluide synovial avec ses
assemblages moléculaires : les bicouches lipidigtidss vésicules de gel synovial,
ainsi que la caractérisation mécanique en micrascole force atomique des
bicouches lipidiques.

» Le paragraphe B.3 est consacré a la validatiooltgique du modele articulaire ex
vivo. Cette validation montre la nécessité d'untoile des parametres physico-
chimiqgues du milieu d’hydratation (pH, pression osigue) et des bicouches
lipidiques (oxydation, présence du calcium et dermd@nt) afin de réaliser une étude
tribologique réaliste.

Quant auchapitre C, il présente I'étude du role tribologique des adsages
moléculaires de la synovie et analyse leurs cagmpibtentielles a améliorer les performances
tribologiques des implants articulaires, qu’ilsesdien polyéthyléne ou en acier.

» Le paragraphe C.1 «exploite » le modele ex vivindéu chapitre B afin de
permettre I'étude des assemblages moléculaires.

* Le paragraphe C.2. donne linterprétation des desnéxpérimentales afin de
comprendre les modes d’accommodations de vitessesassemblages moléculaires
de la synovie. Il présente aussi les résultats el’Wdtude numeérique de
'accommodation de vitesses dans les multicoucipediques. Cette étude est basée
sur un modele de dynamique moléculaire des écoulesngeanulaires adapté afin de
reproduire les propriétés physico-chimiques degiomuiches lipidiques telles que la
structure chimique et les interactions électrogtets.
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- CHAPITRE A -

ANALYSE DU TRIPLET TRIBOLOGIQUE ARTICULAIRE VIVANT

La nature est remplie d'une infinité de
raisons dont I'expérience n'a jamais vu
la trace.

[Léonard de Vinci]

Douter de tout ou tout croire sont deux

solutions également commodes, qui lI'une

et l'autre nous dispensent de réfléchir.
[Henri Poincaré]

Ce chapitre présente une analyse tribologique iskiedonnées bibliographiques,
interprétées au travers d'expertises multi échekeprélevements d'articulations de beeuf, de
poulet et humaine. Son but est de cibler les camatijues, notamment tribologiques
(mécaniques et physico-chimiques), déterminantesdgit respecter un modele articulaire ex
vivo réaliste. Ce ciblage doit étre réalisé aveadpnce a cause des spécificités a la fois
biologiques et tribologiques du fonctionnementcaitaire in vivo. Sur le plan biologique, les
expérimentations réalisées sur des tissus vivaotsrent des résultats tres dépendants des
propriétés de I'environnement physico-chimique diugiel les essais sont réalisés. Sur le
plan tribologique, le comportement d’'un contactjl@oit vivant ou non, dépend autant des
propriétés du systéme mécanique qui le contientdgsepropriétés des matériaux en contact.
Par conséquent, une étude tribologique doit prerelrecompte I'ensemble du triplet
tribologique [21] qui se compose : doeeécanismequi impose les sollicitations locales, des
premiers corps qui bordent le contact et dtoisieme corpsqui sépare les premiers corps.
Par conséquent, nous présentons dans cette padi@analyse des propriétés mécaniques,
physico-chimiques et biologiques du contact aréitel ayant une incidence sur les
caractéristiques tribologiques (frottement, usukegtte analyse est structurée autour des
éléments du triplet tribologique et de leurs int&oms.

Pour que ce chapitre soit lisible aussi bien pamie€decins que par les mécaniciens |l
contient des éléments qui pourront étre considé&@ame triviaux par les uns mais
nécessaires pour les autres. Quoiqu’il en sobjdtiif est de rassembler les connaissances
des différents groupes de chercheurs qui étudédiainictionnement articulaire.
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A.l. Eléments du triplet tribologique articulaire

La figure A.1l illustre les éléments du triplet tlbgique a partir d'une coupe
anatomique d’une articulation : les cartilagescattires et la synovie ou "fluide synovial”,
constituent respectivement les depremiers corps etfle troisieme corps Le systeme
musculo-ligamentaire joue le r6le de mécanisme.

artic i ] |
Meécanisme
cartilag
articulaire | i)
| Al
\ ‘ri;‘:\\Te on
g rotulien
[
Menisq £
r‘\
N
2cm : ) 0s
a) b)

Fig. A.1. Articulation du genou : a) coupe anatomique, b) triplet tribologique articulaire

Avant de détailler la structure et les proprietésdaque élément du triplet tribologique
il faut mentionner que l'articulation est une sture vivante qui est congue au cours du
développement embryonnaire. Cette étape embryanpnésentée dans l'annexe 2, est
importante pour comprendre les performances tripglee du contact articulaire. En effet,
c’est au cours de cette étape que les structutieslaires sont crées de maniere a :

* minimiser les pressions du contact articulaire percréation de géométries
conformes des premiers corps. Ces géométries saumes de la fissuration interne
d’un seul élément initial cartilagineux [22,23],

* amortir au mieux les « chocs mécaniques » dan®lleme du cartilage qui ayant
80% en volume d’eau fonctionne comme un « cousgilndstatique » (cf. A.2.1.1)
dont l'efficacité dépend de I'épaisseur du carelaGette épaisseur est contrblée dés
I'étape embryonnaire par le processus biologigd®ssification endocondrale » (cf.
Annexe 2). Ce processus transforme le tissu cgirigaix en tissu osseux en fonction
de la différence de pression entre la pressiomnatau cartilage et la pression dans
les capillaires sanguins situés dans l'os sousnjaee cartilage. La régulation
biologique de I'épaisseur s’effectue en fonctiors dmllicitations externes, c’est
pourquoi les zones plus chargées sont plus égaigseles zones moins chargées.
[24]
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A.1.1. Mécanisme

Le mécanisme met en mouvement les premiers corpsatact articulaire par
lintermédiaire du systeme neuromusculaire et distesye ligamentaire. Le systeme
neuromusculaire est le générateur du mouvemenistaoe le systeme ligamentaire crée les
« liaisons flexibles » entre les premiers corps ljuitent et stabilisent les mouvements
articulaires, en imposant les « degrés de libentncatiques ».

A.1.1.1. Structure

Le systeme neuromusculaireest formé par des unités motrices (fig. A.2) qui
comportent une partie électrigue de commande, éeuplLine partie mécanique de fonction.

La partie électrigue est constituée par la fibrevease qui transmet a la fibre
musculaire des décharges électriques (influx nefvprovenant du systeme nerveux central.
Ces décharges sont générées par la volonté deufaineouvement, d’ou leur appellation de
«décharges électriques volontaires ».

La partie mécanique est représentée par la fibrecubaire, qui fonctionne comme un
actuateur piézo-électrique en modifiant sa longesufonction de I'amplitude de la décharge
électriqgue transmise. Les fibres musculaires sesemblées entre elles pour former des
muscles qui relient les extrémités osseuses atieslentre elles.

Le muscle est considéré comme un élément actif doamsme articulaire, car sous
l'effet d'une commande électrique (systeme nerveluproduit un raccourcissement qui
génére un effort qui met en mouvement les artimiat Des études [25] ont montré la
proportionnalité directe entre I'effort musculaite, raccourcissement et I'aire de la section
transversale du muscle. Il existe donc des basdsmieées des efforts musculaires maximaux
développés par chaque muscle. L'ensemble des msugaies’insére sur les éléments osseux
d’'une articulation génere des couples de rotatiastioua du centre articulaire. Ces couples
permettent trois types de mouvements, autour deguehaaxe du repere anatomique
tridimensionnel (fig. A.3) : x = flexion / extensipy = rotation interne / rotation externe, z=
adduction/abduction. Par exemple, la figure A.3ésaéitise pour l'articulation du genou, le
couple musculaire qui permet le mouvement de flexiextension.

Le systéme ligamentairest considéré par les biologistes comme un syspas&f car

il ne génere pas de mouvement, mais il est esseotie le bon fonctionnement articulaire car

il limite et stabilise les mouvements, tout en miant le systeme nerveux central de la
position articulaire. Cette information est génégé&ce aux récepteurs nerveux (organes de
Golgi) qui sont situés dans les ligaments a praéinde leur insertion dans l'os. Ces
récepteurs sont capables de générer des déchalgesigees dont I'amplitude est
proportionnelle a la déformation ligamentaire. @ésharges électriques sont transmises au
systéme nerveux central qui analyse les donnéesemaot de tous les ligaments d'une
articulation, et qui en fonction de cette analyseoduoie les « décharges
électriques volontaires » et donc 'action musagelaDes récepteurs nerveux similaires sont
aussi placés dans I'ensemble de l'articulatiorst&@edire dans les muscles, le contact os -
cartilage, la capsule articulaire .... lls ont topsur réle de moduler lintensité de la
« décharge électriqgue volontaire » transmise auclauLette modulation, appelée aussi
rétrocontrble (feed-back), diminue lintensité dd&charges électriques induites par des
chargements brutaux et assure ainsi une sensatioondort.
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Fig. A.2. Mécanisme — échelle microscopique — unité neuromusculaire  Fig. A.3. Mécanisme — échelle
(neuromotrice) macroscopique

A.1.1.2. Propriétés tribologiques

Bien que la structure macroscopique du mécanishas sbllicitations globales puissent
étre trés différentes d’'une articulation a l'autes, compensations biologiques telles que la
conformité géometrique des surfaces articulairdeetétrocontrdle nerveux font que les
conditions locales de fonctionnement tribologiqoeatspratiquement les mémes pour toutes
les articulations.

Pour remonter a ces conditions locales, la bibdipgie présente des études de
dynamique articulaire permettant de connaitre lsuws des sollicitations globales [26-29]
imposeées par le mécanisme articulaire au cours dearche normale. Ces données globales
sont utilisées dans des modeles analytiques (citigueaou €léments finis) pour remonter aux
parametres locaux du mécanisme articulaire : presge contact et vitesses relatives des
surfaces articulaires [29-33]. Mais, les résultida bibliographie obtenus avec ces modeles
sont dispersés, car ils ne prennent pas en coraptearactéristiques mécaniques complexes
des cartilages articulaires (effets premiers corisles effets dus a la présence d'un film
lubrifiant (effets troisieme corps).

Par conséquent, pour sélectionner des valeurst&salies parametres locaux du contact
articulaire, une étude in vivo a été réalisée eflalgoration avec le Laboratoire de
Biomécanique et Modélisation Humaine de I'Unive¥dityon | et I'hépital Lyon Sud. Cette
étude, détaillée dans I'annexe 3, utilise deux s :

» la dynamique inverse pour calculer les efforts mleses et d’impact transmis a

I'articulation au cours de la marche,

* limagerie médicale (arthroscanner X) en quasicuiat pour mesurer les déformées

des cartilages et les aires de contact in vivo.
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Cette étude nous a permis de retenir des pressensntact articulaire comprises entre
10° et 16 Pa et des vitesses relatives comprises entr8.a@&t m/s.

A.1.1.3. Caractéristiques retenues

Ce qui précede montre que la réalité biologiquenéganisme articulaire est complexe,
mais, les conditions tribologiques locales sont me8mes pour toutes les articulations
porteuses. Par conséquent nous avons retenu pdwe nwdele articulaire ex vivo
uniquement ces conditions tribologiques. Il s’afjitne pression de contactcomprise entre
10° et 10 Pa, qui est la gamme de pression déduite des travauXadeexe 3 pour
I'articulation du genou lors de la marche normaleviron 5 km/h).

En ce qui concerne lestessesretenues pour le modele articulaire ex vivo, eflest
comprises entré0* et 10° m/s Ces faibles valeurs permettront :

e une bonne visualisation du contact modele articeill@x vivo en microscopie

optique,

» de se focaliser sur des conditions de sollicitatitelles que les effets de portance

hydrodynamique soient négligeables, de sorte quédiene de lubrification sera de
type limite, ce qui exacerbera le role des intergaef. A.3.5).

A.1.2. Premiers corps

Les premiers corps sont les cartilages articulames recouvrent les extrémités
osseuses. Leur macro géométrie et leur épaisseusécifiques a chaque articulation.

Le cartilage est un tisswon vasculaire dont la nutrition s’effectue par diffusion du
fluide synovial. Le cartilage n’a pas de terminasmerveuses (tisswon neura) et dong, il
ne produit pas d’information liée a la douleur. deuleur n'apparait donc que lorsque les
lésions du cartilage atteignent l'os, c'est-a-direin stade avancé de la maladie, d'ou la
difficulté du traitement. De plus, comme le cagéane contient pas de vaisseau lymphatique
(tissunon lymphatiqukil a une trés faible résistance au maladigible immunité.

A.1.2.1 Structure

Les cartilages articulaires ont une structure cemwl[1,34-35] (fig. A.4.) qui se
compose principalement d’'un gel dans lequel sarttiges des fibres et des cellules.

o~ 10 um

/ Cellule

[ Acide hyaluronique<_ -

.

0.5-5mm

Fibre

Zone de remodelage == = f _ E
0SSeUx PG/ 20 nm

0s

a) b)

Fig. A.4. Structure du cartilage articulaire a) vue en coupe microscopique b) vue moléculaire

-23-



Le gel

Le gel est constitué par une arborescence de chgineidiques chargées négativement
par leurs groupes SOet COO etappelée proteoglycane (PG). Plusieurs PG, fixésusar
molécule d’acide hyaluronique, s’entrelacent aescfibres et forment un assemblage de PG
(fig. A.4b).

La répulsion électrique des charges négatives dssnilages de PG provoque
I'écartement des chaines glucidiques (fig. A.5agsDnesures en microscopie de force
atomique [36] montrent que cet écartement peuinalite 200 nm. La grande valeur de cet
écartement permet une rétention importante d’eadii@bs positifs (calcium, sodium...),
80% en volume. Lors du chargement mécanique, larah@tion élastique du cartilage
diminue I'écartement des chaines glucidiques descB@ui induit I'expulsion d’eau et d’'ions
positifs hors du cartilage articulaire. La quantitéau expulsée du cartilage est limitée par la
répulsion électrique des chaines glucidigues gopmdse a la diminution excessive de
I'écartement de ces chaines (fig. A.5b). Cettethtron de I'écartement permet au cartilage de
retenir une quantité importante d’eau, méme loik@st comprimé, ce qui lui permet de
continuer a remplir sa fonction d’amortisseur. Ldusdéchargement, I'eau et les ions positifs
qui ont été expulsés sont réintroduits dans lelaget par une action physico-chimique qui
dépend du pH et de la pression osmotique (fig.)A.5¢

[ ]
{

1
I
f
]

\
\
\
LY

TpH Tconcentration sels
51
i
G "-"”
Chaines glucidiques au Rapprochement mécanique Ecartement physico-chimique
fepos des chaines glucidiques des chaines glucidiques
a) b) )

Fig. A.5. Couplage entre effet mécanique et physico-chimique dans le gel du cartilage articulaire. a)
effet physique (répulsion électrique) qui génere I'écartement des chaines glucidique des assemblages
de PG D) effet mécanique qui rapproche les chaines glucidiques et expulse 'eau et les ions positifs

du cartilage c) effet physico-chimique qui réintroduit I'eau et les ions positifs dans le cartilage

Dans la bibliographie, cette circulation d’eau &brs dans et hors du cartilage a été
corrélée avec la circulation d’'un fluide dans urlieni poro-élastique [37, 38]. C’est la
principale raison pour laquelle le cartilage ad&@sidéré comme une structure poreuse. Dans
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cette logique, sa porosité a été corrélée aveoliane d’eau (80%) tandis que le diametre des
pores a été corrélé avec I'écartement de chaineglgjues, ce qui a conduit a des modeles et
des interprétations particuliéres qui seront pri&sedans le paragraphe A.2. Certains auteurs
restreignent méme le réle des pores a celui d'anetion nutritive du cartilage [39].

Quoiqu’il en soit il est possible de conclure que del confére au cartilage ses
principales caractéristiqgues physico-chimiquessqunt :

* la pression osmotiquequi est produite par le déséquilibre de concentrations
ioniques entre la synovie et le cartilage. Elleutéda quantité d’eau présente dans
le cartilage. Cette pression a été estimée a 0 R&.N410-44]

» le potentiel électrocinétiquequi est généré par la présence de charges élexdriqu
négatives fixées sur les chaines glucidigues gluigent au niveau macroscopique
une différence de potentiel électrique. Cette dififi€ée de potentiel a été estimée a
0.03V pour uneéépaisseur de 1 mm de cartilage soumise a uneatifférde pression
hydrostatique de 0.05 MPa [40-44],

Les fibres

Le gel est renforcé par des fibres qui sont endegt arceaux fibrillaires contenus dans
des surfaces paralleles a la surface articulaigeAf6a) [45,46]. La formation d’'un arceau
fibrillaire commence par la synthése des chainedéjgues dans les cellules, puis leur
assemblage par des réactions physico-chimiquesx&tieur de la cellule. Le résultat de cet
assemblage donne dans une premiere étape deledilid 0,5 nm de diametre et 300 nm de
longueur, formées de chaines protéiques de cokagédmpe Il et Xl » (fig. A.6b). Dans la
deuxieme étape, ces fibrilles sont assemblées fpooer des fibres en forme d’arceau qui
s'insérent dans le tissu osseux sous-jacent (figa)AUn arceau fibrillaire complet est obtenu
en plusieurs mois.

Surface du cartilage

Arceau fibrillaire du
collagéne

\

/
m . .
X— Fibrille
300 nm
~ a _1- : l Il‘

11L& L - 4
i
‘__

a) b)
Fig. A.6. Structure fibrillaire du cartilage articulaire a) réseau d’arceaux de fibres b) assemblage des
chaines protéiques pour former une fibre
Ces arceaux sont liés au gel par des liaisons ghasi covalentes réalisées par
I'intermédiaire d’'une molécule de collagene « ty)e> [47] (fig. A.7).
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Fig. A.7. Accrochage fibre - gel a) structure moléculaire du cartilage b) liaisons chimiques par
l'intermédiaire du collagéne « type IX » entre le gel (chaine PG) et les fibres

Les sommets des arceaux situés juste sous la sudtacartilage créent des rugosités,
perpendiculaires a la direction du mouvement (fi§)ASelon [48] ces rugosités de quelques
micromeétres d’amplitude et de quelques dizainesnderométres de longueur d’onde
favoriseraient le glissement en permettant la etlar d’'ondes de déformations induites lors
du mouvement du fait de la viscoélasticité du tzgé.

__Direction de~
mouvement

~Sommets
d’arceaux \]

Fig. A.8. Surface du cartilage articulaire vue en microscopie électronique a balayage

En conclusion, la structure en arceaux des fibezgorce le gel, ce qui donne la
résistance mécanique du cartilage. De plus, leevaide cette structure fibrillaire (module
d'Young ~ 50 MPa) s’oppose aux forces de répulgattrique qui produisent I'ouverture
des pores, ce qui limite leur diamétre a quelquzsies de nanométres, a comparer aux 200
nm induits par les répulsions électriques. Par @gment, c’est la structure fibrillaire qui
régule le volume d’eau contenu dans le cartilag@% en volume.

Les cellules

Les cellules du cartilage, appelées chondrocytest sles structures sphériques
d’environ 10 um de diamétre, qui constituent le posant vivant du cartilage articulaire.

Les chondrocytes apportent les propriétés biolaggggui contrdlent les quantités de
fibores et de gel de cartilage articulaire. Ce diptrest réalisé au cours de réactions
métaboliques de courte durée (de qq. heures aupseigurs), qui engendrent la synthése
(anabolisme) ou la destruction (catabolisme) delcntes. Méme si le chondrocyte ne peut
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pas régénérer le tissu cartilagineux par divisielfutaire (comme c’est le cas d’autres tissus),
il possede une activité métabolique intense capgiblegénérer les composants de la matrice
du cartilage (gel et fibres).

Le chondrocyte est inséré dans la matrice fibrel pgr I'intermédiaire d’'un espace dit
péri-cellulaire. Cet espace contient des moléculestache de cellules ou d’attache de
membranes (adhésifs moléculaires) qui relient lmleea la matrice fibre / gel. Cet espace
possede un pH plus acide (pH 6) que le pH de laicadibre / gel (pH 7,4). Cet espace est
déterminant pour l'activité biologiqgue des chongtes car I'étirement des molécules
d’attache ou les changements de pH, induits paplieation cyclique d’efforts sur le
cartilage, entraine des répercutions sur la forta ggidité des chondrocytes. Cela produit
une activation génétique qui génere la synthésarasécules (activation métabolique) [49-
51]. Il y a donc un lien direct entre les condisamécaniques et physico-chimiques régnant
autour des chondrocytes et leurs propriétés bigleg. Un dysfonctionnement de ce lien
géneére des maladies articulaires.

Par ailleurs, des réactions biologiques de longuetal (quelgues mois) tendent a
minéraliser ou déminéraliser la structure « fibrgel-» modifiant ainsi la rigidité du cartilage
articulaire. Ce « remodelage osseux » [24] estrgépgr un déséquilibre de pression entre les
capillaires sanguins osseux et la pression intatneartilage. Si le cartilage est peu sollicité
mécaniquement, sa pression interne diminue paorapda pression des capillaires sanguins
de l'os, ce qui génere une invasion sanguine darcaittilage, qui active les cellules pour
minéraliser la structure fibre — gel et transforreetissu cartilagineux en tissu osseux. Ce
processus biologique est actif tout au long deidaalors que le processus « d’ossification
endocondrale », décrit précédemment n’est actifpgunelant la période de croissance.

A.1.2.2. Propriétés

Le comportement mécanique global du cartilage @die résulte donc des interactions
entre les propriétés mécaniques, physico-chimigdsologiques imposées par sa structure
« gel - fibre — cellule », qui sont schématiséedatigure A.9.

Le gel confere les propriétés physico-chimiqueslgsquelles le cartilage articulaire est
capable d’attirer et de retenir I'eau et les ioasiifs.

Les fibres reglent la teneur en eau du cartilagieudaire et lui apportent sa résistance
meécanique.

Les cellules conferent les propriétés biologiquas Ipsquelles le cartilage articulaire
maintient un équilibre quantitatif entre ses conambs : fibres, gel et substances minérales

Ces propriétés ont fait I'objet de nombreuses erptations [1, 34, 40 - 44, 52] qui
sont détaillées dans I'annexe 4, et qui nous omhisede cibler les plages de valeurs des trois
principaux parameétres qui caractérisent le compwite mécanique global du cartilage
articulaire :

* Module d’élasticité global0.5 - 1 MPa) mesuré lors d'essais de compresgoEs
stabilisation de la migration d’eau et d'ions d@nsatrice cartilagineuse,

» Coefficient de PoissonLe cartilage est un matériau composé d’'une phalsdeset
d’'une phase fluide. Ces deux phases, étudiéesésgeat, sont considérées comme
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incompressibles ce qui implique des coefficientsRiesson proches de 0.5. En
revanche, la migration de la phase fluide hors ddilage lors des sollicitations
meécaniques réduit le coefficient de Poisson a seeé 0.2. Cependant, cette valeur
dépend de la perméabilité du cartilage, qui pert gtodifiée par les assemblages
moléculaires de la synovie, comme le montre legrapthe A.3.2.

Perméabilité. Les valeurs de perméabilit¢ mesurées sont conspesgre 10°
m*N.s et 10 m*N.s, pour une épaisseur de 1mm de cartilage seugnisine
différence de pression hydrostatique de 2 MPa.eGmtméabilité parait faible pour
un matériau comme le cartilage, qui possede 80%ud'€eci peut s'expliquer par le
fait que cette perméabilité est donnée par dessgbfeysico chimiques (osmotique et
électrique) et non simplement par des effets m@oasi (poro-elasticité) (cf.

A.1.2.1).

STRUCTURE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

1

CELLULES

v

GEL
Arborescence de chaines
glucidiques

FIBRES
Arceaux fibrillaires

Syntheses

v v
Proprié_té_s physico- Propriétés Propriétés
chimiques mécaniques —1 biologiques

A

Changement de pH
dans I'espece peri-
cellulaire

Attraction
d'eau et
ions &

Etirement de _
molécules d’attache”
Impqse le diamétre de cellules Remodelage
maxw_nal_ des pores 0SSeux
(qg. Dizaines de nm) Changement de
pression interne du
cartilage

Teneur en eau Résistance Minéralisation —
mécaniau déminéalisatior

\ 4 v l

COMPORTEMENT MECANIQUE DU CARTILAGE ARTICULAIRE
- Module d’élasticité globale

- Coefficient du Poisson

- Perméabilité

Fig. A.9. Relations entre la structure et les propriétés du cartilage articulaire

-28-



A.1.2.3. Caractéristiques retenues

Les résultats précédents nous ont permis de cibdés parametres importants a
reproduire pour constituer un modele articulaiadisée :

* module d’élasticité global, 0.5 - 1 MPa,
» coefficient de Poisson, 0.2 — 0.4,
« perméabilité d’origine physico-chimique, 10 10 m%N.s.

Ces trois parameétres seront obtenus avec un matsyiasthétique de type hydrogel
hydroxy-ethyl-methacrylate (HEMA), choisi et caexisé dans le chapitre B.

A.1.3. Troisieme corps

Le ™ corps du contact articulaire est un liquide ince)dransparent et visqueux qui
ressemble au blanc d'ceuf [53]. Il est appelé fl@grovial ou plus simplement synovie.

Le volume du liquide synovial présent normalemeansdune articulation saine est
faible. Il est de I'ordre de 0,5 a 4 ml selon ldleade l'articulation. Par conséquent, c’est
seulement lorsque ce volume augmente lors de neslagticulaires, qu'il est possible
d’extraire du liquide synovial d’une articulatioh @&e I'analyser. C’est pourquoi la majorité
des études rhéologiques du fluide synovial utitiaam fluide synovial pathologique ou des
substituts, qui sont des solutions aqueuses d’dgrdiironique. Cette situation explique les
difficultés pour obtenir des valeurs réalistes dasameétres rhéologiques du fluide synovial
sain.

De plus, a notre connaissance, la bibliographipréeente pas de structure compléte du
fluide synovial. Le plus souvent il est considéoinme une solution homogéene a I'échelle
micrométrique dont seule la composition moléculaggt connue. L’analyse de cette
composition, présentée dans le paragraphe quitsuid, cependant a montrer que le fluide
synovial est une solution hétérogéne a I'échelleromnétrigue. Comme I'estimation des
épaisseurs de film de synovie est du méme ordregd@deur (cf. A.2.4) que ces
hétérogénéités il est donc nécessaire de coniaisteucture de la synovie. Cette structure a
été déduite ici a partir de sa composition chimigude constats expérimentaux.

A.1.3.1. Composition

Le fluide synovial se compose de sérum physiolagiguadditivé » des composants
moléculaires suivants :

« protéines sériques, de poids moléculaire 67 kat-&-dire 1.1x18° g (environ 20
o/l)

» acide hyaluronique, de poids moléculaire 5000 kédeifon 3 g/l)

* lipides, de poids moléculaire 0.75 kDa (environ'I3 g

 lubricine, de poids moléculaire 227 kDa (~ 0.03.9/I

Les influences de ces composants moléculairesesyprbpriétés mécaniques, physico-
chimiques et biologiques de la synovie sont pré&ntlans ce qui suit.
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Protéines sériques

Les protéines sériques sont des macromoléculgs@itlales d’'un volume d’environ 4 x
4 x 14 nn (fig.A.10) [54]. Leurs rdles principaux dans lesyanismes vivants sont de
véhiculer des substances nutritives ou immunita{rése biologique) et d’équilibrer les
pressions osmotiques extracellulaires et intralzates (role physico chimique), donc de
maintenir en vie les cellules et les tissus. Lesimines contribuent aussi a 'augmentation de
la viscosité de la synovie en formant des réticuteat entre les chaines moléculaires de 'acide
hyaluronique (r6le mécanique) (cf. § 3.2.1).

Fig. A.10. Albumine sérique a) structure 3D d’'une
molécule d’albumine obtenue par diffraction de rayons X,

14nm  Pprotein Data Bank [55], fichier 1BMO.pdb, b) ellipsoide
schématisant une molécule d’albumine

Acide hyaluronique

L’acide hyaluronique [56] (AH) est une molécule a@tlique de la catégorie des
glycosaminoglycanes (GAG). L'acide hyaluroniqueserit dans la synovie a une structure
polymérique composée de 12500 unités de disacasarfidrmées par l'union d'acide
glucuroniqgue (GCU) et de N-acétylglucosamine (NA@Y. A.11, A.12). Il présente les
caractéristiques structurales suivantes :

* une structure bi-hélicoidale a I'état solide,

« un poids moléculaire d’environ 5 millions de DakofiDa = 1,66018x1¥ g). Ce

grand poids moléculaire lui interdit de pénétrengdke cartilage articulaire,

e un rayon giratoire moléculaire d’environ 70 nm eteulongueur de chaine

moléculaire étirée de 12 um.

(RN l:'||_||||

A N, o g Fig. A.11.
Kon u A A >4 R Unités de disaccharides dans la

» molécule d’acide hyaluronique

H  OH H  NHOOCH (GCU-NAG)

p=Gl psarsnarabe Nedgeiyl-D-glucosamins

Fig. A.12.

Dimensions d’une unité 3D d’acide
hyaluronique : (GCU-NAG);
(Protein Data Bank [55], fichier
lhya.pdb)

La molécule d’acide hyaluronique est tres hydraphpilisqu’elle peut relier directement
50000 molécules d’eau, soit 4 molécules d’eau paté udisaccharidique, cela donne a la
synovie une viscosité importante (quelques Pa.spetétat de gel [56-61]. Pour cela I'acide
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hyaluronique est considéré comme le composant megpte des propriétés rhéologiques du
liquide synovial.

Dans les cas pathologiques, la baisse de la caatent ou du poids moléculaire
d'acide hyaluronique implique l'augmentation des émpbmeénes inflammatoires et
'aggravation de l'usure du cartilage. Ce constatoaduit au développement [62, 63] de
solutions d’acide hyaluronique qui sont injectéesglles articulations pathologiques pour
diminuer l'usure des cartilages. Ces solutionsergspeu efficaces car I'acide hyaluronique
n’est pas le seul composant qui impose les perfocestribologiques d’une articulation.

En conclusion, l'acide hyaluronique est un compbsanportant de la tribologie
articulaire car il impose la valeur élevée de kcusité de la synovie, mais il n’est pas le seul
a contribuer aux performances tribologiques d’utiewdation saine.

Les lipides

Les lipidesde la synovie sont des phospholipides, amphiphdest la structure se
compose de deux parties (fig. A.13) :

» Une queue hydrophobe composée des deux chainéded’'agas. Dans la synovie les
acides gras formant ces queues sont pour 43 %ésaetr 57% non saturéslLa
présence des acides gras non saturés fait quémkssine résistent pas a un milieu
oxydant. Ce probleme de résistance sera abordé paite.

» Une téte hydrophile composée de trois élémentsapui un glycérol, un phosphate et
un groupe spécifiqgue a chaque type de phospholifdd@s la synovie, ce groupe
génere trois types de phospholipides qui sont pddfo en masse des
phosphatidylcholines, pour 27% des phosphatidyeilzenines et 32% de
sphingomyelines. Tous ces groupes conferent aucebparticulaires une neutralité
électrigue qui en influence les propriétés physiboniques.

HLE—NCH,),
i

O=pP—0 PHOSPHATE

CHOLINE

Partie hydrophile

GLYCEROL

FATTY ACIDS

Partie hydrophobe

2.5 nm

Fig. A.13. Structure d'une molécule phospholipidique (Protein Data Bank, fichier dppc.pdb [51])

Cette structure chimique des lipides entraine urseibilité quasiment nulle dans le
| sérum physiologique, d’oul la formation d’une émansiAinsi, avec une concentration de 3g/l
qui est trés au-deld de la concentration micellaiiique’ qui est d’environ 18g/l [64], les

" Un acide gras est saturé quand toutes ses liaistresles atomes de carbones sont des liaisopsesim

" Un acide gras est non saturé quand il a au miniemerliaisons doublesentre les atomes de carbones

¥ La concentration micellaire critique (CMC) esttancentration minimale & laquelle les moléculetedsioactifs qui se trouvent dans une
solution sont capables de s’assembler entre eagemgatshermodynamiquement stables. La structure de gégaty est liée aux
paramétres géométriques et a la charge des maéenisioactives.
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phospholipides se regroupent en agrégats en mettagbntact leurs parties hydrophobes
[65]. La formation de tels agrégats isole les chginydrophobes des molécules d’eau ce qui
minimise I'énergie libréde la synovie.

La structure de ces agrégats dépend :

» de la dimension relative de la partie hydropholrergport a la partie hydrophjle

» des propriétés physico-chimiques de la solutionng¢eatration en sels, pH,
températureetc) [66].

Par conséquent, dans l'articulation saine, cettetre peut étre de type multicouches
planes (fig A.14) ou sphériques (vésicules) (fig3A. Les travaux de Schwarz et Hills [67]
montrent I'existence d’'un empilement de 3 a 7 batms lipidiques sur la surface du cartilage
articulaire. Ces empilements comportent des bicesidipidiques (~5nm d’épaisseur) entre
lesquelles sont emprisonnées des couches de sérysivlpgique d’'une épaisseur de 6 a 10
nm.

Si ces multicouches lipidiques restent dans unemilhydrophile, la structure des
empilements est conservée. Mais si les multicoudipetiques entrent en contact avec de
I'air, elles se restructurent en formant des moncioces hydrophobes (cf. figure A.14b). Cela
explique le caractére hydrophobe de la surface altilage articulaire maintenu dans
I'air [68]. Ce caractére provient de la transforimatdes bicouches lipidiques qui se trouvent
sur cette surface, en monocouches lipidiques. @astquoi I'angle de mouillabilité de 100°
mesuré pour le cartilage maintenu a l'air est comigla a I'angle de mouillabilité de 95°
obtenu pour une monocouche lipidique (DPPC) [69].

AARRARA

y Lipides (SAPL)

% ’/T Lipides (SAPL) Jf? f? gﬁ){ ﬂ gﬂmipiﬁ.@s !§APL$»{? MM’iMﬁ 5&?
ELAVEIANS TVINT $
a. Couches lipidiques dans un milieu aqueux b. Couches lipidiques dans l'air

Fig. A.14. Couches lipidiques planes

% Milieu hydrophile 1

Milieu hydrophile 2
< Fig. A.15. Vésicules lipidiques

8 ’énergie libre (F) est une fonction qui défiriétht d’équilibre (fonction d’état) d’'un systémeimiique évoluant & température et volume
constants. Elle est similaire a la fonction enttelfbre (G) qui s’applique aux systemes chimigéesluant a température et pression
constantes.
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De plus, comme l'air est un milieu oxydant pour lipgdes ayant des doubles liaisons
sur la partie hydrophobe (lipides non saturéskyidation transforme la double liaison en un
cycle oxirane par fixation d’'un atome d’oxygene. €ele peut réagir avec une molécule
d’eau pour former un diol qui sera hydrophile ehclgui transformera la partie hydrophobe
des lipides en une partie hydrophile (fig A.16)i sgra dissoute dans le volume de la synovie
[70]. Par conséquent, par oxydation, la couchdlilipie est solubilisée dans le milieu aqueux
de la synovie, d’'ou sa destruction et son ineffiéatribologique lors des essais ex vivo
classiques.

"Oxirane" "Diol"
Fig. A.16. Oxydation des lipides non saturés.

D’autre part, les propriétés intrinseques des Hihes lipidiques, telles que la
permeéabilité, la rigidité et la rhéologie, sont eégantes de la physico-chimie du milieu
dans lequel elles se trouvent (cf. annexe 5). Rample :

* Les températures, les pressions hydrostatiquegeadest les pressions osmotiques
faibles favorisent la formation de fdase fluide de la bicouche [119-122]. Cette
phase est caractérisée par une grande mobiliténddécules lipidiques de la
bicouche. Ces molécules changent continuellemenplalee entre elles sans que
lintégrité de la bicouche soit détruite. Cette ghaest caractéristique des lipides
ayant des queues non saturées.

* Les températures, les pressions hydrostatiquetesadt les pressions osmotiques
élevées favorisent la formation deghase solidede la bicouche [119-122]. Cette
phase est caractérisée par une mobilité presque daet molécules lipidiques a
I'intérieur de la bicouche. Cette phase est caratigue des lipides ayant des queues
saturées.

Ces changements faciles de structures et de prépidés multicouches lipidiques font
gu’il est difficile d’obtenir des valeurs réalisteles parameétres physico-chimiques de la
surface « frottante » du cartilage.

Les résultats précédents montrent que I'étude sesidhes lipidiques articulaires doit
étre faite dans un milieu hydrophile et antioxydafin d’en préserver la structure. Ce milieu
doit étre aussi contrdlé en température, en pressidrostatique et osmotique.

La lubricine

La lubricine est une molécule glycoprotéique présesur les surfaces du cartilage
articulaire et de la membrane synoviale. Sa straathimique est composée d’environ 50%
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en masse de vitronectine, de 40% d’hemopexinelQ¥srestants sont des parties protéiques
de liaisons (fig. A.17) [18].

~3nm
=
Partie type

vitronectine g, Partie type hemopexine

Fig. A.17. Structure d’'une molécule de lubricine

La partie vitronectine confére a la lubricine Iéer@’'adhésif moléculaire, capable de se
lier aussi bien aux fibres de collagéne, qu'audyetartilage et aux couches lipidiques de la
synovie [19].

La partie hemopexine quant a elle, confere a ladure le réle d’antioxydant pour les
molécules lipidiques [20] et assure donc l'intégiies couches lipidiques présentes dans la
synovie.

L’analyse de la composition de la synovie qui pdécemontre le réle des lipides qui,
étant non miscibles, s’isolent des autres compesamtformant des auto-assemblages. Ces
auto-assemblages générent des hétérogénéités awienpe influencer les propriétés
rhéologiques de la synovie.

A.3.1.2. Propriétés rhéologiques

La plupart des travaux rhéologiques consacrés synavie la considerent comme un
milieu continu et révélent un comportement rhédifiant. C'est-a-dire qu’en fonction du
taux de cisaillement, les valeurs de sa viscositéemt de plusieurs ordres de grandeur : de
quelques dizaines de Pa.s a quelques centiemessif5B].

De plus, la difficulté a disposer d’un volume ssdiint de synovie saine pour la tester,
ajoutée a sa structure complexe ainsi qu’'aux vansatde ses propriétés en fonction du milieu
d’essais, font que les véritables valeurs des patras rhéologiques de la synovie sont
difficiles a extraire des données bibliographigetsn expliquent la dispersion (cf. annexe 6).
Par conséquent, les « véritables » propriétés dgnavie ne peuvent étre obtenues qu'a partir
d’essais qui reproduisent non seulement sa conuosihais aussi sa structure moléculaire.
Cette structure résulte des interactions physicaicgues entre ses quatre composants
présentés auparavant. Dans cet esprit, le paragspbant analyse ces interactions, qui nous
ont ameneés a proposer une structure de la synovie.

A.1.3.2. Proposition d’une structure de la synovie

Analyse des interactions entre les composants mdhioes de la synovie

Des observations en microscopie électronique, s&di au cours de ce travail, ont
permis d’identifier des amas de gel sur la surfdeecartilages articulaires de poulet non
nettoyée (fig. A.18). Des expérimentations sur degulations de rat [71] ont montré la

présence de vésicules de quelques micrométresadeetie dans le fluide synovial ainsi que
sur la surface du cartilage articulaire (fig. A.1®)observation de ces amas et vésicules
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suggere une répartition discontinue de la synosaigsde contact articulaire. Cette répartition
discontinue peut trouver son origine dans la comiposde la synovie, qui fait apparaitre
deux structures : une structure de gel (synovial)ne structure multicouche. Pour valider
cette hypothese, analysons la formation de ces steustures et leur co-existence.

T 1 00pm T Electron Image 1

Fig. A.18. Présence d’amas de synovie (gel) sur la Fig. A.19. Vésicules de quelques micrometres de
surface non nettoyée du cartilage articulaire (MEB) diametre dans le fluide synovial [67]

La structure de gelest créée par la dissolution de molécules d’abigduronique et
d’albumine dans le sérum physiologique. Cette tirecest renforcée par des réticulations
entre les chaines moléculaires d’acide hyaluron@ues molécules d’albumine (fig. 20). Des
études rhéologiques récentes [15] montrent queéatesilations augmentent la viscosité du
gel et son caractére élastique.

proteins

Fig. A.20. Réseau polymérique formé par
réticulation des molécules d'acide
hyaluronique et protéines présentes
(albumines) dans le fluide synovial. [15]

Ihya[umnic acid chainsl

La structure multicouche est liée a l'auto-association des lipides danssdeum
physiologique. Cette structure en multicouches m®h miscible avec le gel d'acide
hyaluronique et d’albumine (voir paragraphe A.1)3.1

La co-existencedans I'espace articulaire de ces deux struct@edntraint a former
des auto-assemblages moléculaires. La formatiocedeauto-assemblages a été étudiée par
Pascali-Ronchetti Ivonne et all. [16]. lls montrgoe le rajout d’acide hyaluronique dans une
suspension aqueuse de vésicules lipidiques, deentation équivalente a la concentration de
la synovie, génére la formation d’auto-assembladest la structure dépend du poids
moléculaire de l'acide hyaluronique. Par exemplie,les poids moléculaire de I'acide
hyaluronique est proche de celui de la synovie, det-assemblages ont une structure
tubulaire de quelques um de longueur et d’envirdrudn de diametre (fig. A.21a). Ces tubes
sont formés de multicouches lipidiques comporfasqu’'a 12 empilements de bicouches. lls
sont remplis d’acide hyaluronique (fig. A.21b).
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a)

Fig. A.21. Images en microscopie électronique des structures tubulaires formées par la mise en contact

d’une suspension de vésicules lipidiques dans de I'eau et d'une poudre d’acide hyaluronique d’un poids

moléculaire égal a celui de la synovie a) visualisation longitudinale des tubes b) section transversale
d’'un tube

D’autres études [17] ont montrés que la formatiertals auto-,assemblages diminue le
caractére rhéo-fluidifiant des solutions « acidalgonique (HA) — lipides (DPPC) ».

Retenons de ces études que pour reproduire la bbéamgie de la synovie qui est une
solution d’acide hyaluronique, d’albumine et deidgs, il faut reconstituer les auto-
assemblages moléculaires. Pour cela, le paragrgpheuit définit, a partir de constats
physico-chimiques, une structure physico-chimigada synovie, qui sera ensuite validée au
plan biologique puis tribologique.

Proposition d’'une structure physico-chimique de $gnovie

La structure proposée s'appuie sur des résultaiggements expérimentaux interprétés
dans la logique de la minimisation de I'énergiedible la synovie, qui est considérée comme
une solution moléculaire hétérogene confinée dangolume donné : le volume articulaire.
Ces résultats et arguments sont présentés et rigiiespdans I'ordre qui nous a permis de
proposer la structure.

l. Des multicouches "planes" sont présentes sur ldacgs de cartilage articulaire [67,
68], et sont formées de 3 a 7 strates de bicolghdgjues séparées par des couches de
sérum physiologique. Comme la concentration lipidigie la synovie est environ 10
fois supérieure a celle nécessaire pour couvriteles surfaces articulaires de 7
bicouches lipidiques, on peut en déduire qu'unendgaquantité de multicouches
lipidiques est donc présente dans le volume dgrlawe

II. Des vésicules, de quelques micrometres de dianmiteité détectées sur la surface du
cartilage articulaire et dans la synovie de rat].[/Rar conséquent, les lipides
formeraient dans le volume de la synovie des nautibes sphériques (ou vésicules)
dont le diametre pourrait étre de quelques micreesgtomme cela a été constaté.

lll. Les structures tubulaires composées d’une partigate formée d’acide hyaluronique
enveloppée par des multicouches lipidiques ont miges en évidence dans des
solutions de composition semblable a celle de feowg. Ces structures sont stables
dans une atmosphere sans oxygene (sous azoteJ][16¢s constats suggerent que le
gel synovial pourrait étre enveloppé dans les wsiclipidiques, les structures ainsi
formées étant stables dans la synovie saine. Swibdité (existence) étant assurée par
I'action antioxydante de la lubricine (cf. 8 A.3L]). Reste donc a savoir si tout le gel
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synovial est contenu ou non dans des membrandglijgs (tubes et vésicules), c'est-a-
dire s'il existe ou non du gel synovial a I'étddrk.

IV. L’incorporation de polyélectrolytes dans des vdgslipidiques a été observée [72-74],
selon le processus suivant : les lipides formanmnémbrane d’'une vésicule migrent
jusqu’a englober les spheres de polyélectrolyteg@mesant a proximité. Ce sont des
liasisons de type électrostatiques et/ou stériquese elipides qui permettent cet
allongement tout en conservant l'intégrité de lanhene de la vésicule, comme si la
vésicule phagocytait les spheres.

D’autre part, lI'acide hyaluronique est un poly&éde [75] qui peut se trouver sous
deux états, soit enfermé dans des membranes ligisliqoit libre. Il est vraisemblable
que les vésicules « phagocytent » le gel libre.i @st d’autant plus facile que la
concentration lipidique de la synovie est élevée.

V. D’autres études [65, 66] montrent les capacitésirdi@ent (jusqu’a la rupture) et de
fusion des vésicules lipidiques soumises a difi@®wronditions mécaniques. Ainsi, si
une vésicule lipidique subit une contrainte mécaaiqtraction ou compression)
importante, sa membrane lipidique s’étirera jusqeeaqu’elle se divise en plusieurs
vésicules, plus petites. Ces vésicules peuventiterfsisionner en reformant la vésicule
initiale des que la sollicitation s’annule et queurs membranes lipidigues sont en
contact. Dans le cas de la synovie, les vésicudas fermées de plusieurs bicouches
lipidiques séparées par de I'eau. Par conséquastue ces vésicules sont en contact,
seules leurs bicouches périphériques fusionnemoaservant I'intégrité de I'intérieur
des vésicules.

Partant de ces résultats et arguments expérimentaattucture de la synovie que nous
proposons est constituée de poches (tubes ou le&gidarmées de multicouches lipidiques
qui sont remplies de gel synovial, lui-méme coosétit’acide hyaluronique et d’albumine
(fig. A.22). Les bicouches lipidiques externes as @oches fusionnent entre elles pour
remplir complétement le volume compris d’'une patreles poches et d’autre part entre les
poches et les cartilages. Par conséquent, toutoleme articulaire est rempli, et les
multicouches lipidiques forment les interfacesreitgs poches d’'une part et d’autre part entre
les poches et les cartilages. La stabilité strattule ce « troisieme corps » est assurée par la
lubricine qui :

» grace a son réle antioxydant permet la conserva@smulticouches lipidiques,

» grace a son role adhésif réalise I'accrochage déicouches sur la surface des

premiers corps (cartilages) ou sur le gel synayigiconstitue I'intérieur des poches.

Poches de
gel synovial

Sérum Bico ipidique «" (
physiologique A Y AR

wuol9 ' wug

Bicouches o
lipidiques lubricine

Fig. A.22. Structure proposée pour la synovie
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« Validation » biologique de la structure physictvimique

Des études biologiques [76,77] ont montré que dsmsas pathologiques, la présence
de radicaux libres peut activer I'enzyme phosplade (PLA2) (fig. A.24a) qui produit la
rupture des queues lipidiques et donc la destmat®la couche lipidique. Ce phénoméne a
été corrélé avec une baisse de viscosité de lavieymd I'usure des cartilages articulaires.
Cette corrélation est elle aussi en accord avestriscture physico-chimique de la synovie
proposeée, en raison de I'enchainement des phénsrsainants :

e la destruction des couches lipidiques entrainerdelstruction des poches du gel

synovial (fig A.24b),

* les molécules d’'acide hyaluronigue n’étant plugggées vont étre étirées suivant la

direction du cisaillement et dépolymérisées,

» cet étirement et dépolymérisation reduit la visgogisqu'a permettre le contact

direct entre les rugosités du cartilage ce qui aerarla dégradation « mécanique »
du cartilage (fig. A.24c).

_*‘ Phospholipase Az
'&' Phospholipid
Q\b Hyaluronic acid

J

Fig. A.24. Dysfonctionnement biologique — dysfonctionnement tribologique [72]

L’existence des poches de gel est donc essengielle le bon fonctionnement d’'une
articulation saine.

« Validation » tribologique de la structure physiahimique

La structure de la synovie présentée ci-dessusiertompte le réle physico-chimique
des couches lipidiques articulaires. Pour que cettacture soit validée sur le plan
tribologique elle doit aussi résister aux sollitdas mécaniques. Or, jusque-la, le réle des
couches lipidiques était ignoré par les étudesligques articulaires, car la tenue mécanique
de ces bicouches (pression, cisaillement) étaie misdoute. Dans les faits, les techniques de
caractérisation de surfaces, telles que la micpeate force atomique (AFM), montrent (cf.
chapitre B), qu’une bicouche lipidique peut résistaine compression de quelques dizaines
de MPa alors que la pression moyenne dans unelation lors de la marche normale n’est
que de quelques MPa. Par conséquent I'existencamuge des bicouches lipidiques dans
une articulation est tout a fait crédible. De plnes essais tribologiques, présentés dans le
chapitre B, ont montré que les bicouches lipidiqéssstent aussi au cisaillement.

D’autre part, les couches lipidiques sont des sires qui s’adaptent trés facilement

aux changements de propriétés mecaniques et phgtsicoques de leur environnement.
Cette adaptabilité pourra se faire par :
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* un changement de phase solide / fluide (cf. anf@xgui a pour conséquence un
changement de la rigidité et de la perméabilitéadeshes lipidiques,

» des phénomeénes de division et fusion des vésicubasme ceux présentés ci-dessus
(cf. résultats — arguments V- Proposition de lacitre physico-chimique).

Cette adaptabilité des couches lipidiques pourrséigs leur imperméabilité a I'eau
sous l'effet d’'un fort chargement mécanique artizel Dans ces conditions, I'eau est
conservée dans le cartilage articulaire et dangdebes du gel synovial. Ainsi :

* la teneur en eau du cartilage ne varie pas enifoncu chargement, donc le
coefficient de Poisson reste proche de 0.5 (cf..B2A1.2), et I'amortissement du
cartilage est augmenté,

» la conformation des molécules d’acide hyaluronidaes les poches de gel synovial
sera conservée. Par conséquent, les moléculesl@’agaluronique ne s’étireront pas
suivant la direction de cisaillement ce qui faieda viscosité restera constante. Les
poches de gel empéchent donc I'effet rhéofluidifi@h § A.1.3.1.2.).

En conclusion, les données physico-chimiques aiqse les constats et les
interprétations biologiques et mécaniques accnéditelée que la structure de la synovie
proposeée est réaliste sur le plan tribologique.ples, cette structure va dans le sens de
I'intuition de Charnley, pionnier de I'implantatiate prothéses articulaires, qui des 1959 [78]
pensait que la synovie formait des amas, voirerdekaux qui favorisaient le régime de
lubrification limite articulaire. La structure progée permet aussi d’expliquer la dispersion
des mesures de viscosité de la synovie, qui séuaita la non formation ou a la destruction
des couches lipidiques sur les parois des outigiiometres classiques.

A.1.3.3. Caractéristiques retenues pour le modeéleteculaire ex vivo.

Pour reconstituer ex vivo la synovie il faut dorespecter sa composition : 209/l
d'albumine, 3g/l d'acide hyaluronique et 3g/l dadies tout en reproduisant sa structure
moléculaire. Pour cela il faut reproduire les dasgemblages moléculaires suivants :

* les multicouches lipidiques (empilement des bicesdipidiques et couches d’eau),
* le gel synovial (solution d’acide hyaluronique elbumine dans du sérum
physiologique) incorporé dans des poches forméekepanulticouches lipidiques.

Le paragraphe A.1 nous a permis de cibler les t&iatiques que doit reproduire ex
vivo un modeéle articulaire réaliste. Si le fonctiement tribologique d’une articulation
dépend de ces caractéristiques, il est aussi déepar les interactions entre les éléments du
triplet tribologique. Par conséquent, le paragraghiesuit présente ces interactions in vivo.
Enfin, c’est I'analyse de ces interactions et uyitlseese bibliographique sur les régimes de
lubrification, qui nous a permis de choisir la nogtblogie pour réaliser notre modéle
articulaire ex vivo.
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A.2. Interactions entre les éléments du triplet tri  bologique
articulaire

Ce qui précéde a montré que la variation d'unea fartiori de plusieurs - propriétés
mécaniques et/ou physico-chimiques de I'un des @hésnengendrait des variations des
propriétés des autres eléments du triplet tribggi Ces interactions, fréquentes en
tribologie, sont particulierement nombreuses ehiatives dans le cas d’'une articulation
vivante, pour laquelle le mécanisme va jusqu’aefaitervenir le systéme nerveux. Celui-ci
peut, par exemple pour réduire la douleur, commamdehangement de position relative des
premiers corps, qui a son tour modifiera par exemal cinématique locale.Sans aller
jusque la, la figure B.25 visualise ces interadiddotons que le troisieme corps a été scindé
en deux : une partie volumique, assimilée au gebwyl, et une partie « interface » assimilée
aux multicouches lipidiques de la structure deyleosie présentée auparavant.

\

Variation de Variation de propriétés de lubrifian
pressionosmotique (viscosité, portance)

a

0 Concentration F0iSiéme corps - synovie
ionique ®

A

Interface Passage eau et ioas
Variation n

temporaire des i@=| Concentration Premier corps - cartilage
propriétés de

Variation temporaire
des propriétés de
matérial

=5 ionique ®
matériau A P Variation «permanen
des propriétés de
matériat
Sollicitations de courte durée 2 ; Sollicitations de
(pressions, vitesse) Mecanisme longue durée

Fig. A.25. Interactions entre les éléments du triplet tribologique articulaire

Par la suite, sont présentées les interactionsgstant sur I'élément du triplet qui les
provoque, afin de choisir le nombre minimal d’imigtions a reproduire dans un modéle
articulaire réaliste sur le plan tribologique.

A.2.1. Interactions provoquées par le mécanisme

Nous considérons ici les conséquences des sdilicisa mécaniques sur le contact
articulaire, a court terme, c'est-a-dire de queadggerondes a quelques heures, et long terme,
c'est-a-dire de quelques jours a quelgues mois, sgat les deux échelles de temps
significatives.
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A court terme, I'application d’'une pression de contact et d'witesse relative entre les

cartilages articulaires peut modifier :

» les propriétés mécaniques des premiers corps pdificadion de la teneur en eau
des cartilages articulaires (cf. A.1.2.2). Il stagjinteractions Mécanisme / 1° corps,

» les propriétés rhéologiques du troisieme corps.sidita vitesse de glissement
influence la configuration des grosses moléculegide hyaluronique qui peuvent
s’étirer dans le plan de cisaillement engendramdiaine baisse de la viscosité de la
synovie (effet rhéofluidifiant) (cf. A.1.3.2 et aexe 6). Il s’agit d'interactions
Mécanisme / 3° corps.

Cependant, ces données ne tiennent pas comptesttedaure de la synovie proposée,
qui montre l'existence des assemblages moléculajpeshes de gel et multicouches
lipidiques), qui peuvent modifier ces deux intel@ts. En effet, au cours des sollicitations
mécaniques articulaires, la présence des multi@sulipidiques fait que I'eau est conservée a
la fois dans les cartilages et dans les pochesvi@ies. Par conséquent, la teneur en eau des
cartilages ne serait pas modifiée et les moléalilssde hyaluronique ne pourraient pas étre
étirées. En revanche, les sollicitations mécanigaemettent aux poches de gel de se diviser
et de combler les rugosités des cartilages artreslat donc de minimiser les pressions de
contact articulaire.

Les conséquenceslong termede sollicitations mécaniques répétées portent sur

* la géométrie articulaire en période embryogénidiienme cela a déja été écrit,
lorsque I'articulation n'est encore qu'une massepaxte de tissu cartilagineux, elle
se fissure sous l'effet d'efforts mécaniques géngae les mouvements de I'embryon.
Ces fissures s’élargissent pour ensuite formersiegfaces et la cavité articulaire.
Ainsi sont générées des surfaces articulaires reagpiquement trés conformes qui
contribuent a la minimisation des pressions auauwte I'ensemble du contact, c'est-
a-dire a I'échelle du centimétre. Cette minimisatie pressions est complémentaire
a celle induite par les poches lipidiques synosiajai s’effectue a I'échelle locale,
c'est-a-dire du micrometre. Il s’agit ici d'intetiaos Mécanisme /®Lcorps.

» les propriétés des premiers corps. En effet, leegale cartilage articulaire qui ne
sont pas sollicittes mécaniquement pendant quelnoées se rigidifient du fait du
processus biologique de remodelage osseux. llts#igieractions Mécanisme 1
corps.

A.2.2. Interactions provoquées par les premier corp S

La porosité du cartilage et ses propriétés élassigai physico-chimiques permettent la
migration d’eau et d’ions entre le cartilage etslanovie (cf. § A.2.1). Cette migration est
induite par les sollicitations mécaniques cycligaesquelles est soumise l'articulation [79-
86]. Il s’agit d'une interaction 1° corps / 3° cergui découle d’'une action Mécanisme®/ 1
corps.

Précisons cependant que la structure de la sypogosée implique que la migration
d’eau entre le cartilage et la synovie dépend remdesnent des effets poro-élastiques et
osmotiques relatifs au volume du cartilage (cf. &.2A1), mais aussi aux propriétés de
I'interface « cartilage-synovie ». En effet, I'adstion des couches lipidiques sur la surface
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du cartilage influence fortement la circulation l@tteneur en eau et ions du volume du
cartilage.

A.2.3. Interactions provoquées par le troisieme cor  ps

Le volume de troisieme corps (fluide synovial) @nt dans la cavité articulaire est
imposé par deux processus biologiques contrélésapaembrane synoviale [87,88], I'un de
synthese, l'autre de résorption.

La synthese du fluide synovial est liée :

* a la synthése des molécules d’acide hyaluroniqudgsacellules de la membrane
synoviale. La durée de synthése d’'une moléculel'eatiron trois mois, ce qui par
conséquent n'a pas d’effets tribologiques immeédiats

e au passage rapide (c'est-a-dire quelques secoddegetites molécules (eau et
nutriments) des capillaires sanguins de la membrsyreoviale vers la cavité
articulaire a chaque chargement articulaire. L&actnusculaire favorise ce passage
par une compression de la membrane synoviale quérgéune différence entre la
pression sanguine de la membrane synoviale eetsian dans la cavité articulaire.

Quant a la résorption du fluide synovial elle cetesiau passage des « petites »
molécules de la cavité articulaire vers la membsym®viale. Les « petites » molécules étant
les molécules d’eau, les déchets nutritionnels, dadicules d’usure du cartilage et les
particules qui résultent de la détérioration deslémdes d’acide hyaluronique. Les
« grosses » molécules, qui elles restent dans u@lefl synovial, sont celles d'acide
hyaluronique. Ce passage a lieu a chaque déchangamtieulaire lorsque la décompression
articulaire génere une différence de pression elatrpression sanguine de la membrane
synoviale et la pression dans la cavité articulaire

Des perturbations pathologiques des mécanismegntleese et de résorption du fluide
synovial peuvent modifier la concentration molégelat ionique du fluide synovial. Cette
modification de concentration augmente la difféeede pression osmotique entre le cartilage
et la synovie ce qui génere une migration anorrd@au et d’'ions positifs entre le cartilage et
le fluide synovial et induit un changement des pé&ips mécaniques du cartilage. Dans la
méme logique, une dépolymérisation pathologiqué f&9l'acide hyaluronique produit une
baisse de viscosité, d'ou une baisse de portandtuide synovial. Il s’agit dans ces cas
d’interactions 3° corps / 1° corps.

A.2.4. Conclusion

Si ces interactions sont générées par un ou phssehangements de propriétés des
volumes des premiers corps et du troisieme corpss enettent toutes en jeu linterface
lipidique (bicouches lipidiques), telle qu’elle & &éfinie dans la présentation de la structure
de la synovie. Par conséquent, la conception dweteak vivo se focalisera, entre autres, sur
la reproduction de ces bicouches.
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A.3. Théories de la lubrification articulaire

Dans une approche mécanique, donc sans vraimesuusger des interactions et des
interfaces lipidiques, différents modeéles théorguent été proposés pour simuler et
interpréter le role tribologique du fluide synovi8lasés sur la théorie hydrodynamique (ou
élasto-hydrodynamique), ces modeles ont été adpptéssimuler au mieux les conditions les
plus vraisemblables de fonctionnement de l'artitofalors de chacune des phases de la
marche, tout en prenant en compte les propriétéamigues des cartilages.

Ces modeles théoriques sont basés sur une équigidype Reynolds décrivant
I'écoulement du 8" corps, éventuellement couplée a un modéle méoardgudéformation
des premiers corps, et permettent, d'estimer §épar du film synovial, et la répartition de la
pression pour une loi de viscosité donnée.

La figure A.26a présente les variations d’épaisseuiilm de synovie, calculées grace a
un modéle élastohydrodynamique a partir de donnég®rimentales concernant la
cinématique (vitesses, angle de flexion articu)agtda dynamique (charge appliquée) globale
d’une articulation du genou lors de la marche.drerde grandeur des épaisseurs calculées et
les conditions de contact correspondantes (charggsses, angle de contact articulaire) ont
conduit a associer les difféerentes phases du @elenarche a quatre types de régimes de
lubrification (fig. A.26b).
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Fig. A.26. Corrélation entre les différentes phases de la marche, les conditions de cinématique et
dynamique globale (a) et les régimes de lubrification (b)

A.3.1. Régime hydrodynamique par effet d'écrasement . « Squeeze film »,
« Boosted lubrication »
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La premiére phase du cycle de marche correspomdoaoent ou le contact articulaire
est soumis a une forte charge, avec des vitesagentielles trés faibles. La théorie prédit
alors une portance hydrodynamique significativée |la un effet de type « squeeze film »
(Dowson [93], Pascovici [94]). Cet effet d'écrasameourrait étre amplifié (« boosted
lubrication ») par une augmentation de la viscaditéluide synovial : la porosité du cartilage
jouant le role de filtre provoquerait la fuite depghase aqueuse, ce qui tendrait a augmenter
progressivement la concentration du liquide syrdowa grosses molécules d'acide
hyaluronique (cf. A1.3.1), jusqu'a ce qu'ellestsecsurent en gel (Walker [95]). La viscosité
élevée de ce gel permettrait de maintenir, pat dféerasement, une épaisseur de film élevée,
de l'ordre du micrometre a la fin de cette premprase (Hlavacek [96,97]).

A.3.2. Régime élastohydrodynamique par effet de  « coin d'huile ».

La deuxiéme phase du cycle de marche correspores &/itesses tangentielles plus
élevées, susceptibles de générer une portance dydnmique par effet de type « coin
d'huile ». La déformation des cartilages est sigaiive, et bénéfique vis-a-vis de I'épaisseur
de film, qui reste néanmoins trés faible (quelgdiesemes de micrométres) (Dowson [91,
98]). Par contre, I'effet piezovisqueux, resporsabline augmentation tres importante de la
viscosité dans les contacts « usuels » fonctionsantrégime élastohydrodynamique, ne
concerne apparemment pas le fluide synovial.

A.3.3 « Weeping lubrication »

La troisieme phase de la marche correspond au ntomiela charge commence a étre
transférée sur l'articulation de I'autre membreaflje et vitesse sont faibles. Certains auteurs
ont avancé I'nypothése d'un mécanisme d'alimentatiofilm par un effet d'exsudation du
cartilage lié a sa nature poroélastique (cf. paiye A.1.2.1) (McCuntchen [99], Soltz and
Ateshian [100]). Dans la littérature cet effet efnommé « weeping Ilubrication ».
Néanmoins, a notre connaissance, les effets deraj@me de portance par cet effet
d'exsudation n'ont jamais été évalués.

A.3.4. Régime hydrodynamique par effetde  « coin d'huile ».

La quatrieme phase de la marche correspond au mi@uda charge est presque nulle
et les vitesses tangentielles importantes. Dansase la déformation des cartilages est non
significative. La portance hydrodynamique par affé¢ « coin d'huile » induit une épaisseur
de film élevée (quelques micrometres) (Dowson [L01]

A.3.5. Régime mixte, lubrification « limite »

Les modeles de lubrification présentés ci-dessuieneent pas compte de la rugosité
importante des cartilages articulaires (1 — 6 pm)pgut influencer fortement les conditions
hydrodynamiques. Pour prendre en compte cette itégabautres auteurs [82, 102] ont
supposé un régime de type mixte, avec une predsyonostatique dans les creux des
rugosités ou les molécules d’acide hyaluroniquet gaégées. En conditions sévéres par
contre (c'est-a-dire pression élevée et faiblesss#s relatives), il ne peut pas se former entre
les pics de rugosités un film continu assurantdaumodation des vitesses. Celle-ci a lieu a
I'échelle moléculaire, au niveau des interfacegnetualifie généralement cette situation de
« lubrification limite». Les termes de lubrification limite regroupentsaides situations tres
variées, qui ne peuvent étre analysées a la lurdiene théorie commune, et nécessitent donc
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une analyse tribologique compléte au cas par cés, didentifier les phénomeénes
déterminants a I'échelle moléculaire.

Dans le cadre de la lubrification articulaire, #tedonc essentiel d'identifier les
constituants de la synovie qui pourraient jouerdle de lubrifiant « limite », étape difficile
du travail car les expertises doivent étre faitd®eéhelle moléculaire, et tenir compte des
changements de propriétés des tissus vivants estidandu milieu d’expertise. Plusieurs
études ont cherché a identifier des constituanttad®/novie qui pourraient étre actifs en
régime limite. Ainsi, en 1972 Swann [103, 104] itliéam sur les surfaces cartilagineuses une
molécule d’électrolyte, de type prothéoglycaneguaeouvrit la porte des recherches sur la
lubrification limite articulaire. Quelques essaitbologiques réalisés avec des prélévements
de ce constituant moléculaire de la synovie en 1985,106] ont révélé des valeurs de
coefficients de frottement faibles. Ceci a condugttribuer des propriétés lubrifiantes a ce
constituant, d’ou son appellation de « lubricindensuite, en 1984 Hills BA et Butler BD
[107] découvrirent que les prélevements de synoweigenant de la « lubricine » contenaient
eégalement une autre molécule, de type phospholipige du fait de ses propriétés
tensioactives a été appelée « surface active pbbigjgh» (SAPL). Depuis quelgues années,
c’est cette molécule qui tend a supplanter la &duie » dans les interprétations du régime
limite de lubrification articulaire [108, 109, 14Dans ce contexte, et malgré I'évolution des
techniques de caractérisation physico-chimiquéirgeitét croissant pour ce domaine, il est
clair que l'influence tribologique des molécules@tiées sur les surfaces cartilagineuses est
encore insuffisamment comprise.

Par ailleurs, I'idée générale bien admise selorudHdg la trés faible usure des
articulations saines ne peut étre due qu’a undditgttement articulaire, vient d’étre remise
en cause par Benz M. et all. [110] qui ont mesa® abefficients de frottement élevés (0.1 —
0.3) lors d'études de simulation rhéologique dsylaovie a I'échelle moléculaire en utilisant
des polyélectrolytes (AH) couplés a une couchesdsioactif (SAPL).

De plus, tous les régimes de lubrification présetélessus ne tiennent pas compte de
la structure particuliére de la synovie, telle te'est présentée dans le paragraphe A.1.3.2.
Cette structure est susceptible d'entrainer un mi@tEommodation des vitesses particulier
généré par la présence de structures de viscamteglifférentes, et qui devrait étre pris en
compte dans les modéles théoriques de lubrificatrtoulaire.

C'est pourquoi l'un des principaux objectifs detecéhése est d'identifier ce mode
d'accommodation de vitesse en étudiant la synoares gdon milieu mécanique et physico-
chimique, en reproduisant sa structure molécuktiges interactions avec les autres éléments
du triplet tribologique articulaire.

Nous présentons dans le chapitre C cette étudisgéax vivo, a l'aide d'un dispositif
expérimental qui reproduit les trois composants tdplet tribologique articulaire. La
reproduction du mécanisme est simplifiée (cf. A3).1 En revanche, les propriétés
volumiques, ainsi que les propriétés de surfacdestinterfaces moléculaires des premiers
corps et du troisieme corps sont respectées.
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A.4. CONCLUSIONS

La majorité des études réalisées jusque la s’egentee d'étudier séparément chaque
élément articulaire, ce qui est insuffisant poumpeendre le fonctionnement tribologique
d’'une articulation. En effet, I'analyse du foncti@ment articulaire sain réalisée dans ce
chapitre, montre que les composants articulairesedb étre étudiés ensemble car les
interactions et les interfaces entre ces composamisdéterminantes dans le fonctionnement
tribologique de I'ensemble articulaire.

De plus, la bibliographie montre que les étudelsoloigiques ignorent le réle des
assemblages moléculaires de la synovie, les caasidéon résistants aux sollicitations
tribologiques. L'analyse de ces assemblages notispermis de montrer qu’ils étaient
capables de résister a ces sollicitations en forniae structure discontinue a I'échelle
micrométrique. Cette structure composée de pocleggal synovial séparées par des
multicouches lipidiques pourra au moins :

» favoriser une distribution uniforme de la pressloncontact articulaire,

* maintenir une viscosité élevée de la synovie enéeimmt I'effet rhéofluidifiant du

gel synovial.

Par conséquent, un modele réaliste pour I'étutdbelbgique ex vivo du fonctionnement
articulaire doit prendre en compte cette structliseontinue de la synovie. De plus, I'étude
doit étre réalisée en reproduisant aussi les aétésents du triplet tribologique articulaire :
le mécanisme et les premiers corps. Les caradigest retenues pour notre modéle
articulaire ex vivo sont donc :

» les propriétés globales des cartilages articulgmesdule d’élasticité global 0.5 — 1

MPa, coefficient de Poisson 0.2 — 0.4, perméatiiitdature physico-chimique 10
- 10" m*N.s),

* la composition et surtout la structure discontirdee la synovie, « poches de gel
synovial / multicouche lipidiques »,

* une pression de contact de quelques dixiemes de d¥ldas vitesses relatives de
guelgues mm/s. Ces valeurs permettent de se fecalis des conditions telles que
les effets de portance hydrodynamique soient négilitps, de sorte que le régime de
lubrification soit de type limite, exacerbant ailesrOle des interfaces.

Le chapitre B présente la réalisation et la vaiwtatd’'un modéle expérimental qui
reproduit ex vivo ces conditions mécaniques, ploystimiques et structurales, en utilisant
des matériaux synthétiques afin de s'affranchir pledblemes de conservation liés aux
matériaux vivants.

Ces matériaux synthétiques permettent une simualaéaliste du comportement tribologique
du cartilage articulaire en termes d'accommodatenitesses et de niveaux de frottement. En
revanche, aucun matériau synthétique ne reprogsiitdmpensations biologiques, tels que la
synthese des macromolécules et le remodelage Qsseaxii rend non réaliste la simulation
de l'usure du cartilage en utilisant ces matériaux.
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- CHAPITRE B -

CONCEPTION ET VALIDATION D’'UN MODELE TRIBOLOGIQUE
EXVIVO D'ARTICULATION SAINE

Avec de la méthode et de la logique on
peut arriver a tout aussi bien qu'a rien.
[Pierre Dac]

La méthode, c'est le chemin, une fois
qu'on I'a parcouru.
[Marcel Granet]

L'objectif de ce deuxieme chapitre est de réaligervalider ex vivo un modéle
articulaire réaliste. Pour cela il a fallu repraguex vivo les spécificités tribologiques du
fonctionnement articulaire. A cet effet, il est agsaire de prendre en compte les paramétres
de I'ensemble du triplet tribologique articulaid&finis dans le chapitre antérieur :

* Premiers corps les propriétés globales des cartilages articedai (module
d’élasticité global 0.5 — 1 MPa, coefficient Pois€h2 — 0.4, perméabilité d’origine
physico-chimique 16° - 10™° m*/N.s),

» Troisieme corps la composition et surtout la structure discamtirde la synovie
« poches de gel / multicouches lipidiques »,

» Mécanisme les sollicitations permettent de se focaliser des conditions de
sollicitations telles que les effets de portancdrbgtynamique soient négligeables, de
sorte que le régime de lubrification est de tymeitk, exacerbant ainsi le réle des
interfaces. Cela est réalisé par une pressionodéact de quelques dixiemes de
MPa, et une vitesse relatives de quelques mm/s.

Par conséquent, ce chapitre présente d’abord fitdbte ex vivo d'un triplet
tribologique modeéle articulaire (paragraphe B.l)spa validation en termes mécaniques,
physico-chimiques et tribologiques du triplet (mpephe B.2). Cette validation montre
'importance d'un contrble des paramétres physiooafues du milieu d'essai et des
parametres d’obtention des multicouches lipidigaggculaires, afin d’aboutir a un étude
tribologique réaliste d’'une articulation saine.
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B.1. Sélection, caractérisation et réalisation des éléments du
modele tribologique

Ce paragraphe montre comment les paramétres méean& physico-chimiques du
triplet tribologique articulaire sont reproduits @xo dans un modéle tribologique. Le modele
défini dans ce chapitre comporte un modéle delageti(premiers corps), un modéle de
synovie (troisieme corps) et un mécanisme modeilieseront détaillés par la suite.

B.1.1. Modeéle de cartilage articulaire
B.1.1.1. Choix du matériau modele

Les manipulations de prélevement de cartilage tdfdcla structure complexe du
cartilage, et notamment détruisent la membranegétlique présente a sa surface. En outre,
il perd ses propriétés vivantes quand il est sodndses essais tribologiques de longue durée,
ce qui nous a emmenés a rechercher parmi les matéron vivants un substitut de cartilage
articulaire, qui respecte le mieux possible sepn@tes meécaniques et physico-chimiques.
Nous nous sommes ainsi tournés vers des matéralyrm@riques treés hydrophiles de type
hydrogels, car le cartilage comprend environ 80%ad’en volume. Ces matériaux sont ceux
qui permettent la réparation des lésions cartigses: polyalcool vinylique (PAV),
hydroxyéthyle méthacrylate (HEMA) etc. [111-116hrfi ceux-ci, notre choix s’est porté
sur I'hydrogel HEMA utilisé pour les lentilles c@annes. La structure de I'hydrogel HEMA
ainsi que ses propriétés meécaniques sont tresgsatshcelles du cartilage:

» L’hydrogel HEMA présente de grosses chaines poligués méthacrylate réticulées
par des petites chaines hydroxy-éthyle (figure ,Bqli) sont hydrophiles du fait de
leurs charges négatives H@ette structure est comparable a celle du cgetilgui
présente des fibres de collagene réticulées paadssmblages PG (aggrecan, dans
figure B.2), qui sont hydrophiles grace a leursrgha négatives SOet COO,

* On peut constater sur le tableau B.1 la similitad&re les propriétés mécaniques de
I’hydrogel HEMA et le cartilage articulaire.

rticular surface

R=8mm
)
A E 2-5mm
E
™
1 Tide mark
®;=6mm - %:9%;"— Subcondral bone
@, =15 mm_ A "~ Cancellous bone
= Chaine
- - - - polymeérique
SRSTN2
7/ \
Chaine de Charge fixe W)
réticulation ‘
BN
Collagen %
Fiber Aggrecan O Eixed Charges

Fig. B.1. Modele de cartilage articulaire

(hydrogel HEMA) Fig. B.2. Schéma du cartilage articulaire [34]
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Propriétés Hydrogel HEMA [117] Cartilage [1]

Module d'élasticité en compression (MPRg) 0.2-0.9 05-1

Perméabilité (fIN.s)

pour une épaisseur de 1 mm de matériau

soumise a une différence de pression
hydrostatique de 2 MPa

- 10-16 10—16_ 10—15

Tableau B.1. Propriétés de I'hydrogel HEMA et du cartilage

L’hydrogel HEMA utilisé comme modéle de cartilagand cette étude a été issu des
ébauches de lentilles cornéennes en HEMA semiaggidont la macro géométrie présente
une partie bombée (cf. figure B.1.) qui permettedataliser la zone de contact au cours des
essais de frottement.

Comme plusieurs études montrent que les propmgéesniques des hydrogels sont trés
dépendantes des propriétés physico-chimiques dieumdans lequel ces hydrogels sont
hydratés (pression osmotique, pH) [118] et comnsevideurs issues de la bibliographie,
présentées dans le tableau 1, donnent peu dinfannsasur ces parametres, nous avons
étudié I'influence des parameétres physicochimicguesles propriétés mécaniques du modele
HEMA.

B.1.1.2. Caractérisation du matériau modele

Pour étudier la dépendance entre les proprietésampes des lentilles HEMA,
utilisées comme modeéle du cartilage, et les pamamephysicochimiques du milieu
d’hydratation, trois types de solutions d’hydraiatont été utilisés :

* sérum physiologique, solution aqueuse a 150 mM NpBI~ 7. Il est considéré

comme le milieu d’hydratation d’une articulationrea

e eau déminéralisée, OmM, pH ~ 7. C’est un milieu @jlé méme pH que le milieu
biologique mais il a une pression osmotique nullepourra simuler le milieu
d’hydratation d’'une articulation arthrosique. Liadse étant la maladie qui produit
une usure du cartilage articulaire entrainant krdetion de ses arceaux fibrillaires.
Sans l'intégralité de ces arceaux le cartilageugireenter sa concentration en eau et
donc, diminuer sa pression osmotique (cf. § A.1.2),

» solution tampon a 150 mM3RQy,, pH ~ 3 (82622 Fluka). C’est un milieu qui a la
méme pression osmotique que le milieu biologiquaismt a un pH acide. Il pourra
simuler le milieu d’hydratation d’'une articulaticarthritique. L'arthrite étant la
maladie qui produit une inflammation articulaird gatraine une baisse significative
du pH de la synovie.

Des essais de compression de la lentile HEMA etpddévements du cartilage
articulaire ont donc été réalisés pour les trodratations.

Le choix des prélevements de cartilage (animal,.§gest basé sur des études qui
montrent que les propriétés mécaniques et physicoiques des cartilages articulaires sont
dépendantes de leur structure (cf. A.1.2.3 et 234,50]). Cette structure est le résultat d’'un
équilibre entre les sollicitations mécaniques exdergénérées par les mouvements articulaires
(pression du contact articulaire, par exemple)estdollicitations internes développées dans
les tissus pour compenser les sollicitations ee®i(cf. § A.1.2). Cet équilibre de pressions
ne varie pas significativement avec le type d’ahimais il varie avec I'age. Cela est
facilement visible sur les mesures d’épaisseurattlage articulaire qui diminue avec I'age.
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Pour cette étude, le choix s’est porté sur lepethents de cartilage articulaire de genou de
poulet, cartilage facile a prélever et qui présaifds épaisseurs maximales de 4 — 5 mm,
valeurs qui correspondent a I'épaisseur maximaleatlage du genou humain des personnes
ayant 20 - 30 ans.

Les cartilages frais de condyles fémoraux de pdfigt B.3) ont été prélevés le jour
méme de I'expérience. Ces prélévements sont réadisedes membres inférieurs de poulet
qui ont moins d’'une semaine depuis l'abattage etaju été auparavant conservés au
réfrigérateur en conservant la poche synoviale.edde préléevement, les cartilages sont
maintenus hydratés dans une solution de sérum glbggjue. Un dispositif expérimental
(fig. B.4) permet la compression des prélévemeatsadtilage ainsi que des lentilles HEMA a
travers une plague en verre qui permet la visuaisalu contact. Ce dispositif permet de
mesurer :

» la déformée du cartilage ou de la lentille HEMAfenction de la charge normale.
Cette mesure permet de calculer la valeur de larehétion en divisant la déformée
par I'épaisseur du matériau testé (3 mm pour Ilesliés HEMA et une valeur
comprise entre 4 et 5 mm pour chaque échantilloradéage testé),

» laire de contact a l'aide des images acquisesupar caméra vidéo. Cette mesure
permet de calculer la valeur de la pression deacb®n divisant la charge appliquée
par I'aire mesurée.

il

wo 6z~

Sérum physiologigue Cartilage / hydrogel HEMA

P ~50 cm -
Fig.B.3. Préléevement de cartilage Fig.B.4. Dispositif pour la compression du cartilage ou de
de poulet I'hydrogel HEMA

Des essais de compression ont été realisés palitapon incrémentale de la charge
par pas de 1 N toutes les 30 minutes. Ces essaidérepétés 10 fois pour chacun des quatre
types des matériaux testées : HEMA hydraté entdBWA hydraté en sérum physiologique,
HEMA hydraté en solution tampon pH 3, cartilage meu hydraté dans du sérum
physiologique. La figure B.5 montre les courbescdmpressions obtenues avec la moyenne
des valeurs de la déformation et de la pression.
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Fig. B.5. Courbes de compression d'une lentille HEMA et de cartilage avec différentes hydratations.

Dans ces conditions, les courbes de compressmiB (§.) montrent :

e un comportement mécanique semblable entre I'hydrogMA et le cartilage du
poulet, les deux étant hydratés dans le serum qlogsiue.

e laugmentation du module d’élasticité avec 'augha¢ion de la concentration
molaire de la solution d’hydratation, donc égalemawec I'augmentation de la

pression osmotique,

» laugmentation du module d’élasticité avec

d'hydratation.

La valeur moyenne du module d’Young obtenu :

la baiddu pH de la solution

» pour les lentilles HEMA hydraté dans de I'eau esbd+ 0.1 MPa,
* pour les lentilles HEMA hydraté dans du sérum phiggiique est de 1.98 £+ 0.25

MPa,

» pour les lentilles HEMA hydraté dans une solutiampon pH 3 est de 9% 0.1

MPa

* pour les cartilages articulaires de poulet maintsrmdans dusérum physiologique est

1,9 +0,5 MPa.

Ces résultats montrent que le comportement mécamglcartilage articulaire sain est
équivalent a celui des lentilles HEMA hydratéesgdi@nsérum physiologique. Par contre, ces
résultats suggerent que le comportement mécanigueardilage articulaire est modifié dans
des pathologies articulaires qui modifient la pbgsthimie du milieu d’hydratation. Ainsi le
cartilage articulaire arthrosique pourra étre sémdr des lentilles HEMA hydratées dans de
l'eau, tandis que le cartilage arthritique poutra 8imulé par des lentilles HEMA hydratées

dans une solution tampon de pH 3.
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B.1.1.3. Conclusion

Les premiers corps utilisés comme modéles desréliffé types de cartilage articulaire
(sain ou pathologique) sont des ébauches des méntides cornéennes en HEMA hydratées
48h dans différentes solutions. A savoir :

» dans du sérum physiologique pour le cartilage sain,
« dans de la solution tampon pH 3, pour le cartikadgeritique,
» dans de I'eau déminéralisée pour le cartilage @sthue.

La rugosité de la surface frottante de la lentH&EMA est trés faible (quelques
nanometres RMS) par rapport a la rugosité du egdihaturel (quelques micrométres RMS).
Cette différence de rugosité a pu étre exploitag pester le comportement tribologique des
bicouches lipidiques de trés faible épaisseur (envb nm) adsorbées sur les surfaces
frottantes du modeéle du cartilage, ce qui auradt igipossible avec un premier corps de
rugosité plus importante.

Comme deuxieme corps modéle, on a utilisé une pladane en verre borosilicate qui
permet la visualisation du contact au cours dudmént. La surface frottante de ces plaques
en verre a aussi une tres faible rugosité (rug@sité pic de maximum 1nm) pour permettre
I’étude découplée des bicouches lipidiques.

B.1.2. Le modéle de synovie

Le modele de synovie est basé sur la structureidéfians le chapitre A de ce travalil.
Cette structure montre que le fluide synovial fordes poches de quelques micrometres de
diamétre constituées de multicouches lipidiquesstituées par I'empilement de bicouches
lipidiques et de couches d’eau (fig. B.6b). Ceshescsont remplies d’un gel constitué d’acide
hyaluronique et d’albumine (fig. B.6a).

RSN

!Bicouche |ipidiqueﬁ

Interfaces lipidiques

Gel synovial

Surface du cartilage 1.
articulaire Lubricine

Fig. B.6. Structure discontinue du 3 corps (synovie) a) poches lipidiques de gel synovial
b) interface lipidique entre le cartilage et le gel synovial : multicouche lipidique

eme

Au cours de ce travail, les bicouches et les podipdiques ont été obtenues et
caractérisées mécaniquement en adaptant des teebniqécentes de physique
nanostructurale décrites ci-dessous.
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B.1.2.1. Bicouches lipidiques

Les bicouches lipidiques sont des structures dad propriétés intrinseques
(perméabilité, rigidité, rhéologie des moléculekirdérieur de la bicouche ...) changent en
fonction des propriétés mécaniques et physicochiesigdu milieu dans lequel elles se
trouvent (température, pression osmotique, pressrdrostatique ...) [119-122]. Ainsi :

» les températures, les pressions hydrostatique®edegt les pressions osmotiques
faibles favorisent la formation de fdnase fluide des bicouches lipidiques. Cette
phase est caractérisée par une grande mobiliténdisules lipidiques a I'intérieur
de la bicouche. Ces molécules changent continuetierde place entre elles sans
détruire l'intégrité de la bicouche,

* les températures, les pressions hydrostatiquetegait les pressions osmotiques
élevées favorisent la formation dedhase solide Cette phase est caractérisée par
une mobilité presque nulle des molécules lipidicué&mtérieur de la bicouche.

Pour simuler cette variation de phase des bicougbhid&gues, deux types de lipides ont

été sélectionnés :

* lipides de type DOPC (réf. 850355P Avanti Polarids), qui forment a température
ambiante des bicouches en phase fluide a cause afmuble liaison sur les chaines
acyles qui empéchent une association compactelehoée des lipides (fig. B.7a),

* lipides de type DPPC (réf. 850375P Avanti Polarndsp qui forment & température
ambiante des bicouches en phase solide avec dewslacyles paralleles les unes
aux autres (fig. B.7b).

Téte hydrophile

Queues hydrophobes

S 05nm | 2.5 nm i
Téte hydrophile Queues hydrophobes

a)

2nm

Fig. B.7. Structure chimique des phospholipides utilisés : a) DOPC: 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholine b) DPPC : 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine

Ces deux types de lipides ont été acquis sous fdarmoudre et ont été gardés a I'abri
du milieu oxydant (air) dans des fioles de 25me2@. Pour obtenir des bicouches lipidiques
a partir de ces poudres, il faut d’abord obtens gelutions lipidiques. Mais, comme il a été
montré dans le chapitre A, les lipides sont trasgmubles dans des milieux aqueux, simulant
la synovie. Ainsi, pour dissoudre la poudre lipidegil a fallu d’abord étaler la poudre
lipidique pour éviter les accumulations de lipides.

Cela a été réalisé en utilisant du solvant lipidigpmposé de chloroforme et éthanol en
rapport volumique de 9 a 1. La poudre lipidiqueteane dans une fiole (25mg) a été ainsi
dissoute dans un volume de 10 ml de solvant. atiats lipidiques se conservent plusieurs
mois au réfrigérateur en veillant bien a ce qusoleant ne s’évapore pas.

L’étalement des lipides doit étre fait le jour médela réalisation du dépdt. Pour cela
la solution de lipides est introduite dans un tabessais, positionné obliquement (fig. B.8.),
qui est soumis a un débit d’azote pour évaporeoleant. Pour obtenir un dépot uniforme des
lipides sur la paroi interne du tube a essais awrscale I'évaporation, il faut tourner
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continuellement le tube d'essai autour de son &lais n’avions pas a notre disposition
d’évaporateur rotatif pour réaliser cette opératiomais nous n'avons généralement pas
rencontré de probleme par notre technique manuelle.

Débit d'azote pour
évaporer le solvant

Tube d’'essai

Y Etalement uniforme
: des lipides

Solution des

lipides en solvant

Fig. B.8. Procédure d’'étalement des lipides sur la paroi interne d’un tube a essai

Apres I'étalement lipidique, il faut faire attemica I'oxydation lipidique, et fermer
rapidement le tube a essai apres interruption 8it dé&azote.

Partant de cet étalement de lipides, deux techaiqueété employées pour obtenir des
bicouches lipidiques déposées sur les surfacdsiites des premiers corps : la co-adsorption
des micelles lipide/détergent [123,124] et I'éata¢mit de vésicules lipidiques [125-126].

B. 1.2.1.1. Techniques d’obtention des bicouchgsdiques
La co-adsorption de micelles lipides — détergenisles surfaces des premiers corps,

puis élimination du détergent de plus haute coma#gah critique micellaire par dilution
lente.

Cette technique utilise un détergent non ionigeg®DM (n-Dodecyl-beta-D-maltoside,
fig. B.9), pour dissoudre les lipides et former daselles [123, 124].

Téte hydrophile 1nm
Fig. B.9. Structure chimique d’'une molécule de N-Dodecyl-beta-D-maltosid®Dm)

Des micelles lipides / détergents en rapport melaif 6 sont obtenus en ajoutant dans
le tube a essai contenant I'étalement lipidique sokeition aqueuse (eau déminéralis€) de
0,485 mg/ml de détergent (DDM). Le volume de solutajouté est calculé pour obtenir un
rapport molaire 1/6 de lipides/détergents. En agiteoucement (pour éviter la formation de
mousse du détergent), on obtient la solution aguelesmicelles lipides /détergents. Cette
solution peut étre conservée 1 semaine au réftgdra
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Pour réaliser le dép6t des bicouches lipidiquesolation obtenue auparavant est diluée
jusqu’a I'obtention d’une solution aqueuse de 0,frigfml de micelles. Puis la technique de
déepot comporte deux étapes (fig. B.10):

* incubation (5min) des surfaces dans la solutiomdzelles dans laquelle on ajoute

2mM de C&" pour que les micelles puissent s’accrocher suntase (fig.10a),

 dilution lente (~1h) pour éliminer le détergenteesurplus de lipides (fig.10 b).

Pour obtenir un dép6t lipidique plus compact, ontpéaliser une deuxieéme incubation
/ dilution lente, mais cela avec une solution diibation dix fois plus diluée (donc avec
0,0114 mg/ml de micelles)

Réservoir d'eau
Molécule de lipide

® Molecule de detergent

! - Eoabacolododc t
Incubation des membranes, Dilution lente
co-adsorption dg micelles lipide+détergent éliminatipin du détergent

Surfac;a HEMA apres incuilaﬁuﬁ
a) b)
Fig. B.10. Dép6bt de couches lipidiques par la méthode de co-adsorption des micelles lipides-
détergents : a) adsorption des micelles mixtes puis formation de bicouches (mixtes au départ), b)
élimination progressive du détergent par dilution lente.

Cette technique est facile a réaliser car elle éwessite pas de dispositifs spéciaux, et
de plus elle utilise une quantité trés faible gedks. Mais, elle provoque des doutes sur la
présence éventuelle de molécules de détergents ldabgouche lipidique finale. Pour
éliminer ce doute, nous avons utilisé une deuxitgolenique.

Eclatement de vésicules lipidiqussr les surfaces des premiers corps.

Pour réaliser cette technique, il faut d’abord olstdes vésicules lipidiques de quelques
centaines de nanomeétres de diameétre. Pour céda itajouter de I'eau déminéralisée dans le
tube a essai contenant I'étalement lipidique, paltenir une solution aqueuse de 2g/l de
lipides (on a utilisé 12.5 ml d’eau et 25mg dedgs). Cette solution lipidique est soumise a
I'aide d’'un sonicateur a pointe a de forts ultras@®OW) pendant 5 mn afin d’obtenir une
suspension aqueuse de vésicules lipidiques deupgelpntaines de nanometres de diametre.

Cette suspension, diluée dix fois, est alors églipour réaliser le dépbt lipidique. La
technique du dépot, schématisée dans la figur@ddiste a :

* incuber (5 mn) la surfaces frottante dans la suspendiluée de petites vésicules
lipidiques. Au cours de I'incubation, 2mM d'ions @& sont ajoutés pour que les
vésicules puissent s’accrocher et éclater surrfacai(fig. B.11a).

» éliminer le surplus lipidique par rincage ce qundoit a I'obtention d’une bicouche
lipidique sur la surface frottante (fig. B.11b).
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Suspension aqueuse /M Réservoir d'eau
de petites vésicules \

lipidiques avec Ca*™* TR = ++
fem \ Queue lipidique lon de Ca

Incubatio} des surfaces
adsorption degvésicules lipidiques
Eclatement|des vésicules

Ringage #[I'eau pure

.
& '.'\\.f 4 ;,’ » INYYT 7P Elimination dy|surplus lipidique

Téte lipidique - dipolaire

Surface HEMA

Surface HEMA
a) b) <)
Fig. B.11. Dépbt des bicouches lipidiques par la méthode d’éclatement de vésicules lipidiques :
a) adsorption des vésicules lipidiques sur la surface de la lentille HEMA, b) aprés éclatement des

vésicules et formation de bicouches, rincage et élimination du surplus lipidique, c) détail de la
structure interne d’une couche lipidique

Les deux techniques décrites dans ce paragrapimeeftent d’obtenir des bicouches
lipidigues modeéles contenant des ions*Ca

Les travaux de Hills [127] montrent que ces ionats@résents également dans les
bicouches lipidiques in vivo ou leur rble seraitragdifier la bicouche en format des liaisons
ioniques entre les parties négatives (phosphatsspédes lipidiques (fig. B.11c).

D’autres travaux [128,129] montrent que la présedes ions, comme C3 peut
modifier les propriétés physico-chimiques des bit@s lipidiques: charge électrique
superficielle, perméabilité etc. Pour évaluer lie du C&" dans le comportement mécanique
et tribologique des bicouches lipidiques, une temlm enzymatique a été utilisée pour
éliminer cet ion des bicouches lipidiqgues obterparda technique d’éclatement de vésicules.
Cette technique consiste a incuber 10 mn les biesutipidiques dans une solution de 5 mM
d’EDTA (réf. EDS, Sigma-Aldrich). Cette incubatipermet a 'EDTA d’éliminer le C4 des
bicouches lipidiques par une réaction de chélatigkprés cette réaction 'EDTA est éliminé
par rincage a I'eau pure.

Toutes les bicouches lipidiques ainsi obtenuesetdivmpérativement étre maintenues
hydratées pour qu’elles ne se transforment pas @mooouches (aprés déshydratation) ou
vésicules (apres réhydratation).

Pour caractériser I'intégrité et le comportementaméque en compression des bicouches
lipidiques utilisées dans notre modele, deux teqes ont été employés : la microscopie
optique de fluorescence et la microscopie a fotom@ue (AFM). Pour cela, des bicouches
lipidiques déposées sur des surfaces planes dr ggrizés faible rugosité (rugosité pic a pic
de 1 nm maximum), ont été utilisées. Pour gardernélyrité de ces bicouches les
visualisations en microscopie optique de fluoreseest les mesures AFM ont été faites en
milieu liquide (eau déminéralisée).

*k

Du mot grec « khélé », qui signifie « griffes » apinces », la chélation est le procédé par lequel
substance organique (I'agent chélateur) se liesamileéraux ou des métaux ionisés comme le feml@um, le
plomb, le cuivre, etc. Le complexe qui en résutngéstable, inactif, non toxique et soluble, ilp&cilement
étre éliminé (par voie urinaire — in vivo ou pargage — ex vivo).
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B. 1.2.1.2. Caractérisation de l'intégrité par mmscopie optique de fluorescence

La fluorescence a été utilisée pour visualisetégmité de la bicouche lipidique, qui est
transparente en lumiere blanche. Pour cela desumars spécifiques pour les bicouches
lipidiques sont utilisés [130, 131].

Marqueurs moléculaires spécifiques pour les bicesidipidigues

Un marqueufluorescent (fluorophore ou fluorochrome) est urméuoule qui possede la
propriété d'absorber de I'énergie lumineuse (luenibexcitation) et de la restituer sous forme
d'énergie de fluorescence (lumiére d'émission)r Pouvoir séparer et détecter la lumiere de
fluorescence en microscopie de fluorescence iesséntiel que les deux longueurs d’onde,
d’émission et d’excitation soient différentes.

Dans notre étude deux types de marqueurs fluoresfEs2] ont été utilisés:

e lipide DHPE-TRITC (T1391 Molecular Probes) dont umpartie fluorescente
(rhodamine) est liée chimiquement sur la téte iquid (fig. B.12a). Ces lipides sont
excités par la lumiere verte (540 nm) et cette takon le fait émettre une lumiére
orange (566 nm) (fig. B.12b)

* lipide NBD-PC (810131P Avanti Polars Lipids) domteupartie fluorescente (NBD)
est liée chimiguement sur I'une des queues lipielq(fig. B.13a). Ces lipides sont
excités par la lumiere bleue (465 nm) et cettetation le fait émettre une lumiere

verte (535 nm) (fig. B.13b)

Partie fluorescente L

2nm

Fig. B.12.
Lipide visible en lumiére verte : DHPE-
TRITC
a) structure chimique de la molécule
b) pourcentage d'intensité de la
réponse maximale :
- d'excitation (en pointillé) et
- démission (en ligne continue)
en fonction de la longueur d’onde

_— Fig. B.13.
>I Lipide visible en lumiére bleue : NBD-PC
a) structure chimique de la molécule
i} _ a) _ b) pourcentage d'intensité de la
) e /f\\ réponse maximale :
® 1 v 7 \ - d’excitation (en pointillé) et
E b b / \\ - d’émission (en ligne continue)
T / ,.’ \\ en fonction de la longueur d’'onde
s 7 P I ™~
s E AL ~
N~ J ~ . —_—
b)

-57 -




Ces deux marqueurs fluorescents sont mélangést Bolrention du dépot lipidique,
avec la poudre lipidique dans une concentratioraitete 1%.

Technigue de visualisation en microscopie optigrifubrescence

Le microscope optique droit (Leica DMLM) du groupelnterfaces et Systemes
Confinés» du LPMCN (Université Lyon 1) a été uélipour I'observation des bicouches
lipidiques contenant un des deux marqueurs fluergsgrésentés auparavant. Le principe de
la microscopie optique de fluorescence est schégatir la figure B.14 [133].

Reflected Light Pathways

Field
Diaphragm
Aperture
Diapl;wagm

Collector
Lens

b)
Fig. B.14. Schéma du trajet optique de l'illumination sur un microscope droit (a). Pour la fluorescence,
le miroir dichroique (« half mirror ») est remplacé par un cube de fluorescence contenant en plus du
dichroique 1 deux filtres 2 et 3 (b) (voir texte)

La source de lumiére de ce microscope est une lanvyageur de mercure qui émet une
lumiére ayant toutes les longueurs d’onde du \a@sibe faisceau lumineux divergent, émis
par la source, est transformé en un faisceau plrali est réfléchi par un miroir dichroique
vers l'objectif (fig. B.14a). L'objectif du microspe transforme le faisceau paralléle en un
faisceau convergent qui est focalisé sur I'objetlgge. La réflexion de ce faisceau sur I'objet
est transmise par l'intermédiaire du miroir diclye a I'oculaire qui dans notre cas est aussi
relié & une caméra de fluorescence (Leica DC330#)iaphragme de champ d’ouverture
nous aide a réaliser la mise au point du microsaipa focaliser le faisceau sur la surface
d’'un objet transparent (par exemple : surface deevau surface HEMA). La mise au point
est bien réalisée quand on obtient une image detia projection du contour octogonal du
diaphragme de champ du microscope sur la surfacesgarente. Ce réglage est ensuite
conservé lors des visualisations en fluorescerigaré B.14b). Pour ces visualisations on
introduit deux filtres :

* le premier filtre la lumiéere issue de la sourceapeur de mercure (noté 2 dans la
figure B.14b). Il laisse passer seulement la lueiayant une longueur d’onde
capable d’exciter les molécules fluorescentes gur@vent sur la surface analysée
(la lumiére bleue pour NBD-PC et la lumiéere verdoeipDHPE-TRITC). Nous avons
utilisé sur le microscope Leica un filtre 13 passsde.

* le deuxieme filtre la lumiére reflétée et émise pabjet (noté 3 dans la figure
B.14b). Il laisse passer seulement la lumieranayae longueur d’onde égale a la
longueur d’onde d’émission des molécules fluoretemui se trouvent sur la
surface analysée (la lumiere verte pour NBD-PCaduiniere orange pour DHPE-
TRITC). Nous avons utilisé sur le microscope Leiodiltre N3 passe-haut.
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Ensuite la caméra de fluorescence enregistre lagamissues du microscope en les
transformant en nuances de gris: les zones phigseslcorrespondant a des détails plus
fluorescents, par rapport aux zones sombres quimams de fluorescence. Il est important,
pour comparer les images prises avec le méme dbpetmaintenir constants les parametres
principaux de la caméra, qui sont le temps d’exfmsile gain, le minimum et le maximum
de I'échelle enregistrée des niveaux de gris.

En employant cette méthode pour la visualisationfleorescence (lumiére bleue ou
verte) des bicouches lipidiques, plusieurs situati®e présentent:

* Si la surface analysée ne contient pas d'élémardge$cents en lumiere bleue ou
verte, le diaphragme n'apparait pas dans l'imagest @ar exemple le cas d’'une
surface de verre sans bicouche lipidique (figukbB).

» Si la surface analysée contient des éléments Baerds, les images obtenues en
lumiére bleue ou verte sont constituées d'une rtaiee limitée par lI'octogone du
diaphragme. Cette zone claire peut étre uniforramnee dans le cas d’'une surface
de verre avec bicouche lipidique intacte (figur@d®) ou révéler des détails, comme
dans le cas d'une bicouche aprés déshydratati@hydmatation, présentant des
vésicules lipidiques de quelques dizaines de mietoes (figure B.15c¢)

Fig. B.15. Intégrité d’'une bicouche lipidique a I'échelle micrométrique a) surface de verre
sans couche lipidique, b) Bicouche lipidique intacte (la zone extérieure sombre est définie par
le diaphragme de champ du microscope de fluorescence), c) Bicouche lipidique avec des
vésicules générées par déshydratation / réhydratation.

B. 1.2.1.3. Caractérisation mécanique par micropma force atomique

La microscopie a force atomique (AFM) a été utdig@our vérifier I'intégrité de la
bicouche lipidique a I'’échelle nanométrique et pcanactériser son comportement mécanique
en compression / décompression (vérifier sa régistenécanique).

Evaluation critiqgue de la méthode

L'élément central de 'AFM est la sonde, qui estnuioro-levier sur lequel est montée
une pointe (fig. B.16). Cette pointe interagit dimment avec la surface étudiée. Par
l'intermédiaire d'un tube piézo-électrique, la p@ipeut étre déplacée suivant les directions X
et Y (dans le plan de I'‘échantillon) et Z (perpent#iirement a I'échantillon). Ce dispositif
peut étre utilisé en mode imagerie ou mesure aefor
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Le principe d'imagerie AFM [134,135]

Le principe d’imagerie AFM (fig. B.16a) consistengesurer la déflexion verticale du
levier par un faisceau laser qui est réfléchi wame photodiode a quadrants. Une boucle
d’asservissement maintient la déflexi@n du levier constante en agissant sur le tube piézo
électrique dont les variations de tension servéatc@nstruction topographique des images.

z
laset g photodiode
0
y T
microlevier

boucle

Photodiode

Mesure de la
déflexion (nA)

Courbe de force
AFM

/

Eau

Bicouche lipidique.
e

d'assenvissement

echantillon

inm-;e AFM Plaque en verre Tube Déplacement
Tube piézo-électrique imposé (nm)
piezo-¢lectnue
a) Principe d'imagerie b) Principe de la mesurefdece en AFM (ici en liquide)

Fig. B.16. Représentation schématique d’un AFM

Le principe de la mesure de force AFM [136,137]

Le principe de la mesure de force AFM (fig. B.16bhsiste a mesurer la déflexion du
levier de 'AFM lors de son approche (compressienyle son retrait (décompression) de la
surface testée. La boucle d’asservissement quitimainconstante la position du levier est
coupée et ainsi le systeme d’acquisition du sigestl capable de tracer la variation de la
déflexion 82 détectée par la photodiode en fonction de laadi entre la pointe et
I’échantillon imposée par le piézoélectrique suiv&axe Z. Cette variation est présenté sous
la forme d’une courbe déflexion / distance, appel@gbe de force. L’allure générale d’'une
courbe de force est présenté sur la figure B.17.

Déflexion (mesuré par la photodiode en nA)

Distance pointe AFM - echantillon (nm)
(Mesuré par le capteur
piézoélectrique suivante axe Z)

Fig. B.17. Représentation d’'une courbe force- distance AFM

Durant « I'approche » du levier, on distingue lesps suivants :

* le point A représente la position du levier lorstppointe est suffisamment éloignée
de la surface testée et aucune force n’agit péchit le levier.

* le point B représente la position du levier lorgggommence a fléchir a cause des
forces qui agissent au voisinage de la surfacédest

» le point C correspond a la position du levier lolsda pointe commence a pénétrer
dans la surface, la pente de la courbe située Enpreint C et le point D correspond
a la rigidité du contact « levier — surface testée
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» la portion B — C est représentée en pointillésetlarest spécifique pour chaque type
de surface testée et son allure est donnée parda lominante qui agit au voisinage
de la surface. La figure B.18 montre différentdsrat pour la portion B-C de la
courbe de force en fonction du type de force dontmaAinsi :

o Sila force dominante est de tyygan der Waals, on observe que la portion B-C a
un profil attractif qui commence a une distanceésta quelques nanometres de la
surface testée (fig. B.18a). Cette force (de d@paj provient des fluctuations
des dipdles électriques des atomes ou moléculesdussi I'annexe 5). Ce type
d’allure est plus visible dans les courbes AFM efiem liquide ou les valeurs
typiques pour les forces Van der Waals sont siteég® 10°N et 10° N, selon
le liquide. Notons, qu'’il existe dans certains idgs une forme répulsive de la
force de Van der Waals.

o Sila force dominante est de typkectrostatiqueon observe que la portion B-C a
un profil répulsif qui commence a une distanceést@ quelques dizaines de
nanometres de la surface testée (fig. B.18b). Gette est due a la présence de
charges électriques qui :

» dans le cas de mesures AFM a l'air, proviennentpitigeage des charges
électrigues entre la pointe et la surface. Cesfopruvent étre énormes pour
les surfaces isolantes.

» dans le cas de mesures AFM en milieu liquide, sthrgs a la dissociation des
groupements surfaciques sur le levier et la surfaes forces dépendent de la
concentration en ions dans la solution et évergmadht du pH, de la pression
osmotique de la solution.

o Si la force dominante est de typmléculaire (balai — brosse moléculairepn
observe que la portion B-C a un profil répulsif gpimmence a une distance trés
proche de la surface testée (1 — 2 nm, fig. B.18c)

o Si la surface testée n’est pas rigide, la forceidamnte est de typélastique On
observe alors que la portion B-C a un profil réfijai commence a une distance
proportionnelle a la raideur du contact surfacéteslevier AFM. Dans ce cas la
portion B-C est utilisée pour déterminer les carastiques élastiques des
surfaces testées (expériences de nano indentfgjoB,18d).

4KR}»(.')'R(TS . ~/
F(D) = —_— e Dk F((S) = 4EVR 532
(o 3(1-v3)
B
.l e, 2, i . %
a) b) c) d)
A Hamaker constant T  Absolute temperature A Characteristic length of bond
a Monomer length U Bond energy A, Debye length of the medium
D Probe—sample separation distance x  Elongation of polymer 6  Angle related to the geometry of
E Elastic modulus the tip-sample contact
k  Boltzmann’s constant & Indentation depth 6z Surface-charge density of sphere
L Brush thickness in a good solvent ¢  Dielectric of the medium og Surface-charge density of sample
L* Inverse Langevin function y  Surface energy between tip t©  Period over which the bond will
N Number of units in polymer and sample rupture
R Radius of probe sphere Y. Surface energy of the liquid 79 Reciprocal of the natural bond
s Mean distance between polymers v Poisson ratio frequency

Fig. B.18. Différentes allures pour la partie B-C de la courbe de force en fonction du type de force
dominante [160]
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Durant le « retrait » du levier AFM, on distingue $a figure B.17 les points suivants:

» la portion de courbe située entre le point D gidant E correspond au maintien en
compression du contact « levier — surface testé@ette portion de courbe n’est pas
toujours identique a la portion C — D, car elleiefitencée par les forces d’adhésion
entre la pointe du levier et la surface, et paroél gxiste souvent des dérives
thermiques du signal AFM. Les forces d’adhésion rigine moléculaire
maintiennent la pointe en contact plus longtemps Idu retrait que lors de
I'approche.

» la portion de courbe située entre le point E epdent F représente la partie qui
correspond au décrochage de la pointe de la sutdatée. Ce décrochage peut étre
brutal si les liaisons adhésives entre la pointdaesurface testée sont rompues
simultanément, et non accessible instrumentaleigpention en pointillés sur la Fig.
B.17). Par contre si les laissons adhésives sompuies progressivement cette partie
présente des fluctuations. La différence de déflexntre le point F et le point E
représente I'effort d’adhésion maximal. La figuredl® montre différentes allures de
décrochage E-F selon le type d’adhésion. Ainsi :

o Sila force d’adhésion dominante est de tgdhésion métallique(Figure B.19a),
on observe que le point E est située tres prea dearface testée (1-2 nm) et les
liaisons adhésives entre la pointe et la surfest@desont rompues simultanément.

o Si la force d’adhésion dominante est de tgppillaire (Fig. B.19b),on observe
que le point E est situé a une distance de l'oddrel0 nm de la surface testée
(point C). Le pont capillaire rompt en général blement. Cette force est
importante dans les mesures AFM a l'air, quanduldase de I'échantillon est
recouverte d'une couche d'eau (épaisseur de 5rar§Cet elle dépend fortement
de la forme de la pointe et du taux d’humidité ‘@ .l Une estimation de cette
force est de 30 nN, d’ou la recommandation de tllavalans un environnement
d’azote sec ou de plonger le systéme levier édl@antans un liquide. Lorsqu’on
travaille dans les liquides, la force de capiltadisparait.

o Dans le cas ou de longues chaines moléculairegnfeoés, protéines...) sont
adsorbées sur les surfaces testées, on a unedfadi®ésion dominante de type
étirement moléculaire (Fig. B19c). Dans ce cas, on observe que le pant d
rupture E est situé loin de la surface testée {mesl dizaines ou centaines de nm)
mais que la rupture est en général brutale.

o Si la force d’adhésion dominante est de tydeand-récepteur »ou « ancrage
membranaire » avec un grand nombre de ligands en présence BFI@d), on
observe que les liaisons adhésives entre la panta surface sont rompues
progressivement (partie E — F fluctuante). Le p&rast situéplus prés ou plus
loin de la surface testée en fonction du type diiattion moléculaire présente.

kT X
F = 4nRy,cos6 Fx) = :L (E)
F
E \J
E
% S 29997R799
a) b) c) d)

Fig. B.19. Différentes allures pour la partie E-F de la courbe AFM en fonction du type de force
dominante [160]
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Hystérésis d’adhésion

Plusieurs études [138, 139] ont permis de montuer l@ire comprise entre la courbe
d’approche (aller) et celle de retrait (retour) ldepointe AFM sur la surface testée est
proportionnelle a I'énergie d’adhésion emmagasihé@nt le contact, qui pour cette raison
est appelée hystérésis d’adhésion. Pour en avealéar exacte, il faut soustraire I'influence
de la raideur du contact et du levier AFM utilisgela se fait en redressant la courbe, comme
le montre la figure B.20, et cela passe par ungeéda calibration du levier AFM.

(a) (b)

non
A touch:nV . -

touching

TI77777
I it »----
VJumpto |
| contact

Adhesion

Hysteresis

Deflection

Jump off
‘ contact

Force (nN) 4nN / div
™~

touching

; < extension /
4 P retraction

Position Distance (nm) 10nm/div

Fig. B.20 a) Représentation d’une courbe force-distance AFM brute : « déflection » est le signal de
déflexion du levier (courant en nA dans les photodiodes) proportionnel a la force agissant sur le levier,
« Position » représente la position verticale relative Zp du capteur piézo-électrique. b) Redressement

de la courbe AFM pour pouvoir calculer I'énergie d’adhésion de la surface testée, égale a I'aire de

I'hystérésis d’adhésion : la force F est convenablement convertie a partir de la raideur kc du levier et

la « distance » correspond ici a la vraie distance pointe échantillon h : h=Zp+F/kc

Calibration du levier AFM

Actuellement, la méthode du bruit thermique egilies utilisée pour calibrer la raideur
des leviers, car elle est tres simple [140]. Etiasiste a mesurer 'amplitude Z des vibrations
d’origine thermique du levier libre hors contadtaealculer la raideur du levier en utilisant le
théoréme d’'équipartition de I'énergie : 142k z>>= 1/2keT oU k est la raideur du levier,
<Z?*> est en général mesuré dans I'espace des fréqdada constante de Boltzman et T la
température en K

Cette méthode est valide a condition de prendi@erpte par un facteur correctif les
faits suivants [141] :

* La méthode optique de mesure des déflexions darlegt surtout sensible a I'angle
de déflexion plutét qu’au déplacement, et la refataingle - déplacement n’est pas la
méme suivant les modes de vibrations.

» Expérimentalement, on n’a accés qu’aux premiersesate vibration du ressort
(<Z21>), or le calcul de <Z> doit se faire, en théorie, sur tous les modesatdires.

Des travaux antérieurs [142] ont estimé, en utilistsne méthode de simulation par
éléments finis des modes de vibration d’'un levingulaire (avec une géométrie similaire a
celle utilisée dans notre étude), que le factetnectif est de 0.764. Cela permet de calculer la
raideur du levier avec la formulec k0.764kT/ < Z21>. La méthode du bruit thermique (sans
le facteur correctif) est déja implémentée dansldgiciel SPMLab pilotant I'AFM
Topometrix utilisé durant cette thése (AFM du greupinterfaces et Systemes Confinés » du
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LPMCN, Université Lyon 1) et nous a permis d’estirteeraideur normale du levier utilisé
dans notre étude a 0.42 N/m. Ce levier a une fariswegulaire avec une pointe pyramidale en
nitrure de silicium d’un rayon de 20nm (fig. B.21)

T T

Fig. B.21. Image du levier et de la pointe AFM en microscopie électronique a balayage

D’autre part, il serait nécessaire de réaliser wadbration des capteurs AFM
(piézoélectrique et photodiode) pour convertir ksore de la déflexion, en nA, en une valeur
d’effort correspondante. Mais, comme les capteuFdVAont une dérive importante en
fonction du milieu ambiant (température, humidité) on a choisi de présenter les résultats
en nA et de ne pas reéaliser une analyse quanéitabonc par la suite, sont présentés
seulement les résultats représentHtifses bicouches lipidiques obtenus par différentes
méthodes. Ces résultats sont interprétés de magieaktative et comparative entre eux.
Quelques résultats quantitatifs seront donnés weue pour avoir un ordre d’idée de la
valeur de la pression mécanique a laquelle peuésidter les bicouches lipidiques. Dans le
cadre de la thése d’Audrey Steinberger [143], desumes qualitatives viennent d’étre
obtenues avec une machine de force de surface.

Interprétation des mesures AFM pour les bicoucipsdidues

Des bicouches lipidiques déposées sur des surfaanes de verre en borosilicate de
tres faible rugosité (rugosité pic a pic de 1nm imaxn) ont été testées par des mesures de
forces AFM. Pour garder l'intégrité de ces bicowghes mesures ont été faites en milieu
liquide (eau pure) (fig. B.17.b). Les résultatscds mesures de force AFM montrent six types
de courbes, chacune de ces courbes étant spédifiguéype de bicouche lipidique :

* bicouche de DOPC obtenue par la technique de caqatilsn de micelles lipides /

détergent avec une seule incubation,

e bicouche de DOPC obtenue par la technique de caqatttn de micelles lipides /

détergent avec deux incubations,

* bicouche de DOPC obtenue par la technique d’écktendes vésicules,

* bicouche de DOPC obtenue par la technique déckxténdes veésicules, puis

enlévement du calcium par 'EDTA,

* bicouche de DOPC obtenue par la technique d’éckaténtes vésicules et présentant

des défauts géométriques : vésicules non éclatées,

* bicouche de DPPC obtenue par la technique d’éctatedes veésicules.

™ On considére une courbe de force AFM comme reptétee d'un type de bicouche lipidique si on atitties
mémes spécificités pour 24 points de mesure cavrelemt a 6 bicouches différentes obtenues enarntlig
méme technique et les mémes types de lipides mgisant de 3 solutions lipidiques différentes @atenues
des jours différents.
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Nous n’avons pas obtenu de courbes de force regtibths avec les couches suivantes:

* bicouche de DPPC + cholestérol obtenue par la tgebnde co-adsorption des
micelles lipides / détergent. Le cholestérol autiiésé pour faciliter la dissolution du
DPPC, mais sa présence dans les bicouches a éntiesrdifficultés expérimentales,
notamment la séparation des phases DPPC et cholesté

* bicouche de DPPC obtenue par la technique d'éctaiendes vésicules, puis
enlevement du calcium par 'EDTA. L'imagerie AFM des bicouches a montré des
pics de rugosité d’environ 5 nm. Ces pics pourtarrespondre a la présence
d’EDTA qui reste accroché a la couche aprés I'er@gant du calcium. Faute de
temps nous n'avons pas pu reproduire cette exérien

Par conséquent, les courbes AFM obtenues avedamsches ne sont pas présentées.

Bicouche de DOPC obtenue par la technique de coratisn de micelles lipides / détergent
avec deux incubation

2nA)
&

o
by

déflexion levier AFM (1div
aQ

[ e,
[ [ T |

distance pointe AFM - echantillon (1div = 20 nm)

a) Imagerie a) Courbe de force

Fig. B.22. Mesures AFM sur des bicouches de DOPC obtenues par la technique de co-adsorption de
micelles lipides / détergent avec deux incubations en présence de 2mM de ca™.

L'imagerie AFM de ces bicouches (fig. B.22a) montmee assez bonne intégrité a
I'échelle nanométrique avec une rugosité pic adfgaviron 4 nm. Les courbes de force (fig.
B.22b) montrent deux spécificités :

» la présence de deux sauts d’environ 5 nm chacypoint C’ et C”) dans la portion
C — D de la courbe d’approche. D’apres les tradeiPera |. et al. [144], ces sauts,
dont la valeur correspond a I'épaisseur d’'une libeyusuggérent I'existence de deux
bicouches, I'une déposée sur le plan, et l'autiesgiserait formée sur la pointe lors
d’'un précedent contact. Ainsi, le premier saut pmrtespondre a une hémifusion
des deux bicouches (fig. B.23a) et le deuxieme gaut correspondre a une rupture
de la bicouche lipidique formée par la fusion desxdbicouches (fig. B.23b). Cette
situation pourrait correspondre aussi a la présaficee quadricouche (deux
bicouches superposées) formée au cours de ladéibridde la bicouche (ici a I'aide
de deux incubations de micelles). Néanmoins, déestefjuadricouches sont
extrémement fragiles (J. P. Rieu, communicatiosqanelle) pour cela on note que
nous n’‘observons pas toujours le deuxieme saummésure de I'effort nécessaire
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pour produire le premier saut C permet, en conaatde rayon de la pointe (20nm),
d’estimer la pression ayant conduit a la destractiguelques kPa.

* une tres grande hystérésis d’adhésiorCette adhésion s’oppose au décrochage de
la pointe lors du « retrait » et donne un profilderochage progressif (portion E — F
de la figure B.22b). Ce profil pourrait correspamdpit a un étirement de la bicouche
lipidique sur la pointe AFM (fig. 23c), soit a larmation d’'un tube de membrane
lipidique entre deux bicouches lipidiques situées la surface du verre et sur la
pointe (fig. 23d). Ces interprétations sont aussimes dans les travaux de Benz et
al. [145], de Leduc et al. [146] et de Pera efla7].

Fig. B.23. Représentation schématique des perturbations des bicouches. Lors de la compression :

a — hémifusion, b — rupture. Lors de la décompression : ¢ — étirement, d — formation de d’'un tube de
membrane lipidique

Bicouche de DOPC obtenue par la technigue de coratisn de micelles lipides / détergent
avec une seule incubation des surfaces.

L’imagerie AFM de ces bicouches (fig. B.24a) montne bonne intégrité a I'échelle
nanometrique avec une rugosité pic a pic d’envir@Gnm.
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Fig. B.24. Mesures AFM sur des bicouche de DOPC obtenues par la technique de co-adsorption de
micelles lipides / détergent avec une seule incubation en présence de 2mM de ca™.

Les courbes AFM obtenues pour ces bicouches (fRly montrent deux spécificités :

e un saut d’environ 5 nm, point C’ sur la portion M-de la courbe d’approche, qui
peut correspondre soit a une rupture de la bicolipidique (dont I'épaisseur est
d'environ 5nm) générée par la pénétration de Iatpaans la surface lipidique (fig.
B.25a), soit a une hémifusion de la bicouche avex autre bicouche qui se serait
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formée sur la pointe lors d’'un précedent contagt @8.25b). Quoiqu’il en soit ce
saut correspond a une « destruction » de la collchmesure de I'effort nécessaire
pour produire ce saut permet, connaissant le rdgola pointe (20nm), d’estimer la
pression ayant conduit a la destruction a queltres pres.

une valeur trés importante de I'hystérésis d’adiresnais avec une rupture brutale
de la pointe AFM (portion E — F de la courbe AFM) qui indique qu’il N’y a pas
d’étirement de la couche lipidique sur la pointeMAFcontrairement au cas de la
figure B.22b.

Fig. B.25. Représentation schématique des perturbations des bicouches lors de la compression (a,

b), et lors de la décompression (c, d) ; a — pénétration, b — hémifusion

Bicouche de DOPC obtenu par la technique d’éclatgrdes vésicules puis enlévement du

calcium par 'EDTA

L’'imagerie AFM de ces bicouches (fig. B.26a) moniree bonne intégrité a I'échelle
nanomeétrique avec une rugosité pic a pic d’envir@nm.
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Fig. B.26. Mesures AFM sur des bicouches de DOPC obtenues par la technique d’éclatement des

vésicules puis enlévement du ca”’ par TEDTA

Les courbes de force obtenues pour ces bicouchgs Bf26b) montrent deux
spécificités :

un saut d’environ 5 nm, au cours de la portion D de la courbe d’approche, qui
peut correspondre soit a une rupture de la bicolipitique (dont I'épaisseur est
d'environ 5nm) générée par la pénétration de latpalans la surface lipidique (fig.
B.27a), soit a une hémifusion de la bicouche avex autre bicouche qui se serait

-67 -



formée sur la pointe lors d’'un précedent contagt @.27b). Quoiqu’il en soit ces
deux cas correspondent a une « destruction » dedahe. La mesure de l'effort
nécessaire pour produire ce saut permet, connaiksaayon de la pointe (20nm),
d’estimer la pression ayant conduit a la destractiquelques MPa.

e une valeur trés importante de I'hystérésis d’adiresiCette adhésion s’oppose
progressivement au décrochage de la pointe lors mrait » (portion E — F). Ce
profil pourrait correspondre soit a un étirementalbicouche lipidique sur la pointe
(fig. B.27¢), soit a la formation d’'un tube de meane lipidique entre la surface et
la pointe (fig. B.27d).

Fig. B.27. Représentation schématique des perturbations des bicouches lors de la compression (a,

b), et lors de la décompression (c, d) ; a — pénétration, b — hémifusion, ¢ — étirement, d — formation
de membrane lipidique tubulaire

Bicouche de DOPC obtenu par la technigue d’éclatégrde vésicules

L’imagerie AFM de ces bicouches (fig. B.28a) montne bonne intégrité a I'échelle
nanometrique avec une rugosité pic a pic d’envirom.
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Fig. B.28. Mesures AFM sur des bicouches de DOPC obtenues par la technique d’éclatement de
vésicules en présence de 2mM de ca™.

Les courbes AFM obtenues pour ces bicouches (fg8B montrent que ces bicouches
ne sont pas rompues par la pointe AFM (pas de sawutla portion C-D). Ces courbes
présentent une valeur tres faible d’hystérésistamn. Cette adhésion qui ne produit pas
d’étirement lipidique car la rupture E-F est bratal partir de la valeur de I'effort maximal
appligué au cours de cette mesure et en connaigsseayon de courbure de la pointe (20nm)
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on estime que ces bicouches résistent a plus dgugsedizaines de MPa (dans le cas de la
figure 28b la bicouche lipidique testée résistéud de S0MPa).

Bicouche de DPPC obtenu par la technique d’éclatgrde vésicules

L'imagerie AFM de ces bicouches (fig. B.29a) moniree bonne intégrité a I'échelle
nanométrique avec une rugosité pic a pic d’envirom.

Les courbes AFM obtenues pour ces bicouches (fRR montrent que ces bicouches
ne sont pas pénétrées par la pointe AFM (pas dessaua partie C-D). Ces courbes ne
présentent également aucune adhésion. De la mémiérm@ue précédemment, on estime
gue ces bicouches résistent a plus de quelquédsekzée MPa (dans le cas de la figure 29b la
bicouche lipidique testée résiste a plus de 47MPa).
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Fig. B.29. Mesures AFM sur des bicouches de DPPC obtenues par la technique d’éclatement de vésicules
en présence de 2mM de Ca’™

Bicouche de DOPC présentant des vésicules lipidique

L'imagerie AFM de ces bicouches (fig. B.30a) mentu’elles ne sont pas
homogenes a I'échelle nanométrique, elles présedien vésicules lipidiques de quelques
dizaines de nm a quelques centaines de nm qupsoipablement dues a un accident au cours
de la phase d’'obtention de la bicouche par la tgciend’éclatement des vésicules, qui a fait
gue ces vésicules n'ont pas éclaté.
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Fig. B.30. Mesures AFM sur des bicouches DOPC présentant des vésicules lipidiques

Dans ce cas, les courbes de force AFM (fig. B.3063entent des fluctuations tant dans
la phase de compression (BC) que dans la phas#écampression (EF) de la couche
lipidique. Ces fluctuations pourraient étre duefaaompression élastique de la vésicule
lipidique, qui génére une déformation non uniforifiig. B.31b) de la vésicule, ou a
I'étirement de la membrane de la vésicule sur iatpcAFM dans la phase de décompression
(fig. B.31c).

Fig. B.31. Compression —
décompression AFM des vésicules
lipidiques

a) b) C)

Le méme type de courbes ont été obtenues danglesix de Guangzhao Mao et all.
avec des liposomes EggPC [147] (fig. B.32a, fi@2B).

5 + Approach

a Retraction

‘\x

Distance (nm)

Froce (nN)
B

Fig. B.32. Mesure de force AFM pour des vésicules lipidiques de EggPC de qq. dizaines de nm en
diameétre [132] a) courbe de force b) Schéma de la compression AFM d’une vésicule. (A) compression
élastique (B) pénétration dans la bicouche supérieure de la vésicule (C) poursuite de la compression en
maintenant le lien entre la pointe et la bicouche supérieure (D) pénétration dans la bicouche inférieure
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Conclusion : role du calcium et du détergent surdsistance mécanique des bicouches

Les mesures de forces montrent que les bicoughidgylies contenant du Carésistent a
une pression normale de plusieurs dizaines de Miilads B.28b et B.29b), ce qui est bien
supérieur aux pressions de contact articulairederka marche normale (celles-ci ne sont que
de quelques MPa). En revanche, en l'absence dé @aen présence de molécules de
détergent, on observe :

* une diminution de la résistance mécanique des biesulipidiques car elles sont
« pénétrées » pour des pressions de quelques MPadelbapproche,

* une diminution de la rigidité intrinséque des bidoes car elles sont étirées sur la
pointe AFM lors du retrait.

B.1.2.2. Poches de gel synovial

Les poches de gel synovial ont été synthétiséesartir ple lipides DPPC (1,2-
Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phophocholine, 850355CP Avanti Polarspids), d'acide
hyaluronique (H7630 Sigma-Aldrich) et d'albuminegicge (A1653 Sigma-Aldrich), acquis
sous forme de poudre, puis mis en solution dansedum physiologique, de facon a obtenir
des concentrations équivalentes a celles du feydevial.

Les accumulations de lipides dues a leur tres dadmlubilité dans des solutions
agueuses, ont été éliminées en utilisant une tguhrspécifique a la fabrication de liposomes
[148, 149]. Elle consiste tout d'abord & générexdmlutions de volume identique:

e une solution de 3 g/l de lipides dans un solvamhmusé de 90% en volume de
chloroforme et 10% d'éthanol,

e une solution de 3 g/l d’acide hyaluronique et 2Ddjlbumine sérique dans du
sérum physiologique.

Puis les poches de gel synovial sont formées efasuia procédure schématisée figure
B.33, et dont les étapes successives sont lesrdasia

e par évaporation du solvant a l'azote (figure B.38aEentrifugation manuelle de la
premiere solution, on provoque I'étalement desddipisur la paroi interne d’un tube a
essais en verre.

* on ajoute ensuite la solution d’acide hyaluronigt@lbumine sérique dans le tube a
essais, et on soumet lI'ensemble aux ultra sonsape@&dminutes pour provoquer la
formation de vésicules, avant de laisser incubedaet 48 heures a 45°C afin que
les vésicules incorporent le gel synovial et fortn@nsi le poches de gel synovial
(figure B.33b)
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Figure B.33. Procédure d'obtention de poches de gel synovial entourées de multicouches lipidiques

Pour visualiser ces poches synoviales au coursotherinent, on a utilisé des marqueurs
fluorescents en lumiére verte : lipides NBDPC f{icf. B.13). L'image en fluorescence, fig.
B.34, montre la présence de poches lipidiques tamsslution ainsi obtenue, au voisinage
d’une surface.

Fig. B.34. Image de microscopie optique de fluorescence
(lumiére verte) de la solution modéle de synovie. Les
taches plus claires sont des poches de gel synovial
formées par auto assemblage de I'acide hyaluronique, de
I'albumine et des lipides

N’ayant pas acces a une autre méthode de caratigmisle ces poches, on a d'abord
considéré que la technique utilisée pour les obtpemet I'incorporation totale du gel
synovial dans des poches lipidiques. Le chapitred@trera qu'en fait cela n’été pas le cas, ce
qui rendra nécessaire pour les futurs essaisisatibn de techniques de caractérisation du
volume de la solution contenant les vésiculesgdeljue la microscopie électronique, la
diffusion de la lumiére...

Des essais d’accrochage de vésicules lipidiqueseoant le gel synovial sur des
surfaces de verre on été réalisés afin de carsetdds propriétés de résistance mécanique de
ces veésicules en AFM. Pour cela, des incubationsuttaces de verre en présence des
vésicules et du CAont été réalisées. Mais les vésicules lipidiquasenant le gel synovial
ne se sont pas accrochées sur les surfaces. Detarstds spécifiques favorisant I'accrochage
des vésicules sur les surfaces en verre sont deneigager (fonctionnalisation des surfaces
de verre avec des molécules biologiques).
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B. 1.2.3. Conclusion

Le paragraphe B.1.2 a montré la démarche qui auibad choix et a la reproduction
du troisieme corps modele (modéle de synovie),egtiicomposé de bicouches lipidiques
déposées sur les surfaces frottantes des prenuogrs et séparées par des poches de gel
synovial.

Les bicouches lipidiques ont été obtenues en amitigles lipides en phase fluide
(DOPC) et solide (DPPC), avec ou sans'Cat avec ou sans détergent. L'intégrité et la
résistance mécanique des bicouches lipidiguességi sont vérifiées en utilisant la
microscopie optique en fluorescence et la microgcdg force atomique. Nous avons montré
que le C& augmente la résistance mécanique et la rigiditéadaicouche, tandis que le
détergent produit une baisse de résistance méaatqie rigidité de la bicouche.

D’autre part, faute de temps et de moyens de @arsation, les poches de gel synovial
obtenues n'ont pas pu étre caractérisées, ni nggamient (résistance en compression), ni
chimiquement (pourcentage de gel incorporée dangdehes lipidiques).

B.1.3. Mécanisme articulaire modele

B.1.3.1. Choix des parametres mécaniques

Le mécanisme tribologique du modele articulaire sshulé par un dispositif
expérimental qui a été choisi de fagon :
e a permettre une investigation tribologique du coingar la mesure du frottement et
surtout la visualisation in situ,
 a avoir des conditions de sollicitations telles gles effets de portance
hydrodynamique sont totalement négligeables, de spre le régime de lubrification
est de type limite, exacerbant ainsi le réle désrfaces.

Ces conditions nous ont amenés a choisir une eitedative entre les deux premiers
corps de 10 & 10° m/s et une pression de contact comprise entreeD@24 MPa, pour
simuler le fonctionnement d’une articulation saine.

B.1.3.2. Dispositif expérimental

Un dispositif expérimental permettant la reproduttiex vivo des parametres
meécaniques choisis antérieurement (fig. B.35) aré$éau point.
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Fig. B.35.Dispositif expérimental

Le premier corps modéle (échantillon en HEMA) est fiu fond d'un bac contenant le
troisieme corps modéle. Le bac est relié a unetdbldéplacements par I'intermédiaire d'un
systeme de lames flexibles. La table de déplacemgise des mouvements de translation
alternative.

Une contre face transparente forme le contact evesurface supérieure du premier
corps modéle. La charge normale est appliquée npait@ a I'aide de masses annulaires. Le
microscope optique droit du LPMCN (Leica DMLM) pertml'observation du contact a
travers la contre face. Cette observation ests@alin situ au cours du frottement, et peut étre
faite en lumiére blanche (classique), verte etdlduorescence). En lumiére verte ou bleue,
ce sont rigoureusement les mémes parametres dsitoguuide la caméra qui ont été utilisés,
afin de pouvoir comparer les différentes quantitgipides fluorescents dans le contact.

Un capteur de position a courants de Foucault redawiéformée du systéeme de lames

flexibles supportant le bac, et permet d'en dédaiferce tangentielle puis le coefficient de
frottement (cf. B2.1.3).
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B.2. Mise en ceuvre et validation tribologique du mo  déle ex vivo

Pour valider tribologiquement le modéle articulaioe a choisi d’étudier la variation
des parametres tribologiques mesurés (coefficienfrdttement, évolution des bicouches
lipidiques au cours du frottement) en fonction paseametres suivants:

» caractéristiques des sollicitations mécaniquesgs#, pression).

» parametres physico-chimiques du milieu d’essai pEssion osmotique),

» propriétés mécaniques des bicouches lipidiquesliiég rhéologie),

B.2.1. Parametre du triplet tribologique

Le triplet tribologique utilisé pour les essaishtiiogiques de validation (fig. B.36)
comporte :

* le premier corps (1) — ébauches de lentilles HEMAana une surface frottante

convexe (R=8mm) avec une rugosité RMS de quelgoes n

* le premier corps (2) — plaque en verre borosiia#g tres faible rugosité (rugosité

pic a pic de 1nm maximum). Les premiers corpssdtdisont nettoyés aux ultrasons,
avec détergents et eau déminéralisée, afin d’'élderdérives du coefficient de
frottement dues a une accommodation du glissememg tks complexes créés par
des impuretés présentes sur leurs surfaces frestant
3°M corps — pour valider le modeéle tribologique il rpms été nécessaire de
reproduire ex vivo les poches de gel car les premierps modeles ont une rugosite
de seulement quelqgues nm RMS. Par conséquent, {€@ps utilisé est seulement
constitué des deux bicouches lipidiques déposéedesusurfaces frottantes des
premiers corps, et séparées par une couche d’'eabictuche lipidique déposée sur
la lentille HEMA est fluorescente en lumiere bleaks contient 1% de lipides NBD-

PC. Rappelons que ces lipides ont une partie fhoergte (NBD) liée chimiquement

a I'une des queues lipidiques. Par contre la bicedipidique déposée sur la surface

du verre est fluorescente en lumiére verte, eligient 1% de lipides DHPE-TRITC.

Rappelons que ces lipides ont une partie fluorésqenodamine) liée chimiquement

a la téte lipidique.

* meécanisme — une pression de contact comprise @rtfret 0.4 MPa et une vitesse
relative entre les deux premiers corps dé@ 4QL0° m/s. Ces valeurs permettent une
bonne visualisation du contact en microscopie optigt favorise un régime de
lubrification de type limite.

Pression ~
Premier corps — verre 0,3 MPa Eau

Marqueur
fluorescent en
lumiere verte

Bicouche lipidique

Premier corps —

| Couche d'eau
lentille HEMA

D Vitesse 0,6 mmis Marqueur Bicouche lipidique

fluorescent en
lumiere bleue

Structure du troisiéme corps

Fig. B.36. Triplet tribologique du modéele articulaire
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B.2.3. Mesure du frottement

Le coefficient de frottement est obtenu & partitadmesure de la force tangentielle dans
la configuration expérimentale de la figure B.3®tt€ mesure est réalisée en utilisant un
capteur de position a courants de Foucault quivieélune tension proportionnelle a la
déformée du systeme de lames flexibles (f). Cetéorthée élastique est elle-méme
proportionnelle a la force tangentielle. Un étalagm avec des masses marquées permet
d’obtenir la valeur de la constante de proportidiéKe) entre la force et la tension, qui est
de l'ordre de 0.1 N/V (fig. B.37). Cette constadtipend des conditions de démontage et de
remontage du dispositif, nécessaires pour l'utiliseus le microscope. Par conséquent un
étalonnage est réalisé lors de chaque essai. lsibgid@, la gamme de linéarité, et la position
du cap(;eur sont telles que l'incertitude sur lesures de forces comprise entre -1N et 1N est
de 5.10'N.

Le rapport entre la force normale, imposée parigraet la force tangentielle mesurée
donne le coefficient de frottement. La variationagecoefficient est enregistrée pendant les
essais, ce qui donne « la courbe de frottement ».
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Fig. B.37.Courbe d’étalonnage des mesures de frottement

Comme le mouvement de translation du premier cbifpBIA est alternatif, la courbe
de frottement présente des parties positives ettivég, chacune correspondant a une
alternance de déplacement. L’amplitude du déplanees maintenue constante et égale a 6
mm grace a la visualisation en microscopie optide® frontieres de I'éprouvette en HEMA
(cf. B.2.4).

Précisons que pour des raisons techniques, lasgitde déplacement est imposée
manuellement, ce qui explique les fluctuations autte la valeur de 0.6 mm/s. Cependant,
I'écart maximal enregistré au cours d’une heursstien’est que de +/- 0.15 mm/s. Comme le
montrera le paragraphe suivant cet écart n'a pafugnce significative sur le coefficient de
frottement.
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B.2.4. Validation du mécanisme

Pour étudier ’influence de la vitessesur le fonctionnement tribologique du modeéle
articulaire, 8 séries d’'essais ont été réaliséesc aes bicouches lipidiques de DOPC en
présence de Ci Le nombre de cycles de frottement (environ 45egclller- retour) a été
choisi afin que la couche lipidique ne soit paguitd par oxydation et/ou frottement (cf. §
B.2.6). La vitesse moyenne de ces essais a é&evanire 0.1 et 1 mm/s d’'un essai a l'autre
sans produire de variation significative du coédiit de frottement, bien évidemment dans
les conditions de fonctionnement de type limite.

De plus, au cours d’'un essai, malgré lI'applicatioanuelle du déplacement, on note
aussi une grande stabilité du coefficient de frodet. Par exemple, dans le cas d’'un contact
HEMA (hydraté en sérum physiologique) / verre eéspnce d'eau déminéralisée, la figure
B.38 présente un extrait de la courbe de frottemsentiébut d’essai et un autre aprés une
heure d’essai. L'essai a été réalisé a une pres#o0.3 MPa et une vitesse appliquée
manuellement de 0.6mm#s0.15 mm/s. On remarque la stabilité du coefficamfrottement,
de l'ordre de 0.035. L'allure générale de la viaratlu coefficient de frottement au cours d'un
cycle est représentative des courbes obtenueschaaune des associations de premiers corps
et troisiemes corps présentées par la suite. Bigled@ment, comme nous le verrons la valeur
du frottement peut évoluer au cours du temps erctifim par exemple de «la vie
tribologique » des bicouches. Pour les essaissgslici, cette évolution a toujours éte
linéaire, c’est pourquoi par la suite ne serontigupgment présentées que les valeurs initiale
et finale du coefficient de frottement.
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Fig. B.38. Extraits de la courbe de frottement pour le contact HEMA (hydraté en sérum physiologique)
/ verre en présence d'eau déminéralisée

Afin de valider plus complétement le mécanisme,acaussi étudi€ihfluence de la
pressionsur le fonctionnement tribologique du modéle attice. Pour cela six séries de 45
allers-retours ont été réalisées, avec des bicsughidiques de DOPC en présence dé'Ca
La charge normale a alors été variée entre 1 et 6eNqui correspond a des pressions
comprises entre 0.2 et 0.4 MPa. Ces essais ontrénque le coefficient de frottement n’est
pas influencé par la variation de la charge normale

Comme nous n'avons pas mesuré de variations immedalu frottement en fonction
de la gamme de pression et de vitesses retenug arouns sélectionné pour la suite de I'étude
les valeurs suivantes :

e une pression de 0.3 MPa qui, de plus, est un bampramis entre la flexion des

lames et I'encombrement des masses annulaires a@pont a I'objectif du
microscope,
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e une vitesse de 0.6mm#s 0.15 mm/s qui correspond au mieux a notre maniéere
manuelle d'imposer les vitesses.

B.2.2. Visualisation du troisieme corps in situ

La figure B.39 schématise la technique de visuddisadu contact in situ. Ainsi, dans
I'octogone défini par le diaphragme de I'objectif ohicroscope, on distingue :
- la zone de contact « verre — lentille HEMA », déi@a par le cercle intérieur (en traits
interrompus fins),
- le bord de la partie bombée de la lentille HEMAlird&ée par le cercle extérieur (en
traits interrompus larges).

Objectif

Fig. B.39. Technique de visualisation du contact
modele articulaire

|
bdéle de carfilabe
M!—Iy droﬁzl HEMA

La figure B.40 montre le contact modéle, avanttément, visualisé en microscopie
optique classique (lumiere blanche) (fig. B.40a)vidualisé en microscopie optique de
fluorescence en lumiére bleue (fig. B.40b) ou véiite B.40c). L'image en lumiere blanche
permet de repérer le cercle intérieur délimitantdatact. Ce cercle est invisible dans les
visualisations en fluorescence (fig. B.40b et ¢)aant le frottement les bicouches lipidiques
sont intactes et uniformes sur toute la surfacétdinbe, donc dans le contact et hors du
contact. Par contre, la visualisation en fluoreseeen lumiére bleue (fig B.40b) fait
apparaitre en plus clair le cercle extérieur dédintile bord de la partie bombée de la lentille
HEMA. La visualisation de ce cercle est possibleleabord de la lentille HEMA présente
une fluorescence plus importante puisqu’elle irgdgrfluorescence de la portion verticale de
la bicouche qui se trouve sur I'épaisseur de cd ffodans la fig. B.39).

a)
Fig. B.40. Visualisation du contact modéle articulaire avant frottement en microscopie optique
a) classique (lumiére blanche) b) en fluorescence (lumiére bleue) c) en fluorescence (lumiére verte)

c)

En conclusion, le dispositif expérimental a I'awwge de permettre la mesure du
frottement en méme temps que la visualisationtindii contact. Cet avantage est maintenant
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exploité pour choisir les parameétres mécaniqueglsisicochimiques des premiers et
troisieme corps, qui assurent une simulation ré&alidu fonctionnement tribologique
articulaire sain.

B.2.5. Influence des paramétres mécaniques et physi  co-chimiques des
premiers corps

L’influence de ces paramétres sur le fonctionnenwginblogique du modéle articulaire
est étudiée a partir de trois essais de frotteméalisés a une vitesse de 0.60 mmM@.15
mm/s et une pression d’environ 0.3 MPa, avec comme
* premiers corps (1) - plaque de verre en borosdicat
 troisieme corps — eau distillée,
* premiers corps (2) - lentille HEMA.

Afin de faire varier le module d’Young, la pressimsmotique et le pH du premier corps
(2) chaque essai est réalisé en hydratant avaai lastentille HEMA (cf. paragraphe B.1.1)
respectivement dans du sérum physiologique (presssmotique et pH représentatifs du
milieu biologique), dans de I'eau (pression osmgityés basse ou nulle, pH représentatif du
milieu biologique), et dans une solution tampon BH(pH bas, pression osmotique
représentative du milieu biologique).

Le nombre de cycles de frottement a été limité\aren 45, afin de ne pas étre confronté
a des problemes de dégradation mécanique (ususepreniers corps 2. Ces essais de
frottement présentent des courbes de frottemelliestautour d’une valeur moyenne de 0.035
pour les lentilles HEMA hydratées avec du sérumspiggique et celles hydratées avec de
I'eau. En revanche, la courbe de frottement obtevee la lentille HEMA hydratée avec une
solution tampon de pH 3 (fig. B.41) montre un cogfht de frottement plus élevé (0.08) et
un pic au début de chaque alternance (0.1). Lakssiion attribue ce pic a 'adhérence de la
lentile HEMA sur la plaque de verre. L'origine dette adhérence est trés difficile a
déterminer car elle peut étre d’origine mécanicaueg(nentation du module d’élasticité cf.
B.1.2) et/ou physico-chimique (effort d’adhésiontgee électrostatique générée par la baisse
de pH).

0.12

$Adhérence

0.04 \ /
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 \ 14 16 18 20 22 24 /26 28 30 32 34 36
-0.04 \
-0.08

coefficient de frottement

/Adhérence

temps (s)
Fig. B.41. Courbes de frottement pour le contact HEMA avec différentes hydratations — verre

Ces résultats montrent qu’'un milieu d’hydratati@da (pH ~ 3), assuré par la solution
tampon, conduit a l'augmentation du coefficient fettement du modéle HEMA (du
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cartilage) tandis que la diminution de la presgiemotique 1t = 0) assurée par I'eau, n'a pas
d’effet significatif sur le coefficient de frotteme

Maintenant, si on rapporte ces valeurs de frotteéra@elles du cartilage pathologique, on
peut penser que le coefficient de frottement dartigulation arthritique (bas pH) pourra étre
augmenté par un changement des propriétés phyisicogeies et mécanique des cartilages
(cf. 8 B.1.2). Cela peut générer d'importants effod’adhésion qui peuvent induire des
endommagements des cartilages. Ces endommagenwritalsrs caractéristiques d’une
arthrose. Ce modeéle peut donc expliguer, en termésaniques, comment une arthrite
évoluerait vers une arthrose, ce qui est mis etled@ze par les études cliniques.

Conclusion

Ce paragraphe montre que les propriétés physicigé® des premiers corps
influencent les résultats du modeéle tribologiqueurPse rapprocher du fonctionnement sain,
on a choisi d'utiliser un milieu d'essai ayant uikl p- 7 et une pression osmotique
correspondant a une concentration ionique de 150mM.

B.2.6. Influence des propriétés mécaniques des bico  uches lipidiques

Pour étudier linfluence des propriétés meécaniqdes bicouches lipidiques sur le
fonctionnement tribologique du modéle articulageatre séries d’essais de frottement, durant
chacune 1h, ont été réalisées a une vitesse darir88+ 0.15 mm/s et une charge normale
de 3N (pression ~ 0.3 MPa), avec comme :

e premier corps (1) — verre,

* premier corps (2) une lentile HEMA hydratée 48kar essai, dans du sérum
physiologique (cartilage sain),

 troisieme corps — deux bicouches lipidiques, I'flnerescente en lumiere bleue
déposée sur la surface frottante en HEMA et |'afltrerescente en lumiére verte
déposée sur la surface frottante en verre, séppagéese couche d’eau.

Afin de varier les propriétés mécaniques du troisécorps chaque essai utilise un type
différent de bicouche. Ainsi, quatre types de batms ont été testes :

 bicouches de DPPC avec'Ggui sont des bicouches lipidiques en phase saljdie,
résistent a plus de quelques dizaines de MPa dsipre(cf. fig. B.29)

+ bicouches de DOPC avec ‘Cajui sont des bicouches lipidiques en phase flujde,
résistent a plus de quelques dizaines de MPa dsipre(cf. fig. B.28)

+ bicouches de DOPC sans "Caui sont des bicouches lipidiques en phase fluide,
rompues a partir de quelques MPa de pressionigcB26)

+ bicouches de DOPC avec Cat détergent qui sont des bicouches lipidiques en
phase fluide, qui résistent a plus de quelquesrdisale MPa, pression (cf. fig. B.24)

Pour chaque type de bicouche lipidique, une sérié essais a été réalisée. Les mesures
de frottement et les visualisations de ces eseaistiscutées par la suite.

B.2.6.1. Mesures de frottement

Les valeurs du coefficient de frottement obtenudébut et a la fin de chaque série
d’essais sont données sur la figure B.42.
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Fig. B.42. Variation du coefficient de frottement pour le contact modeéle articulaire fonction des
caractéristiques intrinséques des bicouches lipidiques utilisées

On remarque, que la valeur initiale du coefficiel# frottement est fonction des
propriétés intrinseques de la bicouche lipidiquesA:

- I'état solide de la bicouche (DPPC) favorise unfficent de frottement cing fois
plus faible que I'état fluide (DOPC),

- l'absence de calcium dans les bicouches lipidigdesDOPC (qui rappelons le
provogue une résistance moindre en compressionfigoAFM) fait augmenter d'un
facteur 2 le coefficient de frottement, par rappauk mémes bicouches lipidiques
avec C&"

- le coefficient de frottement des bicouches fabragugar co-adsorption de micelles,
et qui peuvent donc contenir des traces de détemgtndeux fois plus grand que
celui des bicouches lipidiques préparées en préséacCa™ a partir de vésicules
sans détergent,

- la présence de défauts géométriques (vésiculesénlaées) sur la bicouche de
DOPC augmente le coefficient de frottement quatdoie par rapport aux mémes
bicouches lipidiques lisses en présence dé 3ans défauts géométriques).

On retiendra que les bicouches lipidiques les pig&les, DPPC a I'état solide
contenant du C3, favorisent un coefficient de frottement remardeatent bas : 0.002.
L’augmentation de la « fluidité » des couches ligus, la présence d'impuretés, la présence
de défauts géomeétriques sont autant de parametresigmentent le frottement.

B.2.6.2. Visualisation
Pour comprendre I'évolution du coefficient de feottent, qui rappelons-le est linéaire,
nous avons choisi de présenter des arréts sur sreggés 1h d’essai car ce sont les images

les plus représentatives. Ces images, présentéss |lelaableau B.2, sont corrélées avec
I’évolution du coefficient de frottement de la frguB.42 et interprétées par la suite.
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Tableau B.2. Visualisation du contact modele aprés 1h de frottement

Bicouches lipidiques de DPPC avec Ca Bicouclpadidjues de DOPC avec Ca Bicouches lipidiques d®O®ans Ca

Lumiére blanche

Lumiére verte (focalisation sur la

3

eposee sur

surface frottante en verre)

Lumiére bleue (focalisation sur la

la bicouche lipidique d

eposee sur

bicouche lipidique d

surface frottante en HEMA)

Bicouches lipidiques de DOPC avec G
et détergent
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Les images du contact contenantb@suches lipidiques de DPPC avec Camontrent
gue ni la bicouche lipidique située sur le vermreg@e 1B), ni celle située sur THEMA (image
1C), ne sont détruites. Ces bicouches lipidiquesragtent donc intactes pendant tout I'essai,
favorisent un coefficient de frottement trés faif®e002), qui reste lui aussi constant pendant
tout I'essai (fig. B.42).

Les images du contact contenantbesouches lipidiques en phase fluide (DOPC) avec
Ca™ montrent la destruction de la bicouche lipidiqueat&e sur le verre. Cette destruction
est révélée par les taches plus claires (cf. BLRJ situées a la sortie du contact (image 2B).
En revanche, aucune destruction de la bicouchdidipé déposée sur lTHEMA, n’est mise en
évidence puisque I'image 2C ne contient aucuneetatdire. La destruction de la bicouche
lipidique située sur le verre augmente au courfraitement car le nombre de taches claires
croit. Cette destruction accompagne l'augmentatiorcoefficient de frottement qui passe de
0.01 en début d’essai, a 0.045 apres 1h d’essai.

Les images de visualisation du contact contenanbileouches lipidiques de DOPC
sans Cd" montrent une importante destruction de la bicouighdique déposée sur le verre.
Cette destruction est visible dans la zone situ@esartie du contact de I'image 3B contenant
des taches claires. Une destruction beaucoup gibke fde la bicouche lipidiqgue déposée sur
'HEMA est aussi visualisée sur I'image 3C, par tegelques taches plus claires situées a la
sortie du contact. La destruction des bicoucheaditjpes, surtout celle déposée sur le verre,
augmente au cours du frottement et accompagnenttantation du coefficient de frottement
qui passe de 0.02 a 0.1, en 1h d’essai.

Les images de visualisation du contact contenanbileouches lipidiques de DOPC
avec détergent et CH montrent une importante destruction de la bicouigligique déposée
sur le verre. Cette destruction est visible dar=olze située a la sortie du contact de lI'image
4B contenant des taches claires. Une destructiandoeip plus faible de la bicouche lipidique
déposée sur 'HEMA est aussi visualisée sur I'imd@e par les quelques taches plus claires
situées a la sortie du contact. La destructionbiesuches lipidiques, surtout celle déposée
sur le verre, augmente au cours du frottementaetmapagne l'augmentation du coefficient de
frottement qui passe de 0.02 a 0.12, en 1h d’essai.

Ces visualisations montrent la plus faible résistaaux sollicitations tribologiques des
bicouches lipidiques situées sur le verre, par getpd celles situées sur ’THEMA. Cela peut
avoir plusieurs origines, comme par exemple :

e un accrochage plus faible des lipides sur le vgueesur I'HEMA,

* un entrainement des lipides fluorescents en lunviére hors du contact au cours du
frottement. Cet entrainement peut étre favoriséaggrande mobilité des molécules
lipidiques a I'intérieur de la bicouche en phasedié (DOPC), par rapport a celle en
phase solide (DPPC), et par la géométrie des bBpfilderescents en lumiére verte qui
portent la partie fluorescente sur la téte (Fig.2B. Ainsi, la téte de ces lipides est
deux fois plus grosse que celle des lipides DOPBRRC ce qui peut les entrainer
hors du contact au cours du frottement. En revanigse lipides fluorescents en
lumiére bleue, situés sur la surface HEMA, portent partie fluorescente sur la
queue (Fig. B.13). Cette difféerence de taille deék@ lipidique pourrait créer une
accumulation des seuls lipides fluorescents endtamierte a la sortie du contact (et
non des bleus).
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2.6.3. Conclusions

L’ensemble des résultats montre que les caradtgrest intrinseques des bicouches
influencent le frottement de la fagon suivante :

+ le manque deCa’™ augmente le frottement, car il favorise la destoumcdes bicouches
lipidiques. Cette destruction pourrait étre duenamanque de rigidité des bicouches sans
Ca”’, comme cela a été mis en évidence par les mederesce AFM (cf. B. 1.2.1.3),

» l'état solide de la bicouche lipidique (DPPC) fagerun coefficient de frottement plus
faible que I'état fluide (DOPC). Plusieurs rais@esivent expliquer ce constat :

0 une plus grande rigidité mécanique en compressisrbitouches solides de DPPC par
rapport a celles de DOPC (cf. B. 1.2.1.3),

o la fragilité chimique des lipides DOPC qui s’oxytiéacilement au cours de I'essai et
donc créent des défauts de plus en plus impor@ems la bicouche DOPC (cf. A.
3.1.1),

o la rhéologie intrinséque de la phase fluide (DOR),permet la migration des lipides
dans le plan de la bicouche. Cette migration poueatrainer I'expulsion des lipides
fluorescents hors du contact, ce qui crée ausdgiélasits.

Pour éviter ces problemes d’interprétation, et iagsauler un comportement plus

proche d'une articulation saine, on a choisi deditker par la suite avec des bicouches
lipidiques de DPPC en présenceQ".
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B.3. CONCLUSION

Le modéele articulaire proposé dans ce chapitraieshodéle expérimental « simple »
qui reproduit le cartilage articulaire et les bicbes lipidiques de la synovie dans un
environnement mécanique et physico-chimique trésh@ de la réalité. De plus, ce modéle
présente I'avantage de :

» permettre une instrumentation tribologique presfusgiu’a I'échelle moléculaire

grace aux margueurs fluorescents,

» respecter la mécanique et la physico-chimie lodaleontact articulaire en utilisant

des matériaux synthétiques qui ne posent pas l@sepnes de conservation des
matériaux vivants.

Le modele proposé utilise un matériau de type rgelrélEMA, qui permet, quand il
est hydraté dans du sérum physiologique, de repeodas propriétés mécaniques et
physicochimiques des cartilages articulaires. D&agart, on a remarqué que les propriétés
meécaniques et tribologiques de I'hydrogel HEMA sanbdifiées par la variation des
propriétés physico chimiques. Ainsi, les modifioas du milieu d’hydratation (pression
osmotique ou pH) de la lentille HEMA entrainentlengement de son module d’Young et
de son coefficient de frottement. Ce modele, copgur étudier le fonctionnement d’'une
articulation saine, pourra aussi étre utilisé pétudier les pathologies, car celles-ci sont
caractérisées par une évolution des paramétresicphghimiques du milieu biologique.
Donc, en utilisant le modele HEMA et en ajoutants dgarametres pathologiques,
(changement de pH par exemple) on peut envisaggeide de I'évolution d’'une maladie, sur
le plan mécanique et physicochimique.

Pour simuler les assemblages moléculaires de laveynle modele utilise des
bicouches lipidiques et des poches de gel synolkalcaractérisation AFM des bicouches
lipidiques montre gu’elles résistent a des pressimrmales beaucoup plus importantes (plus
de 50 MPa) que les pressions de contact articlgirelques MPa). D’autre part les essais de
frottement ont montré que les bicouches résistaisisiaaux sollicitations tribologiques
favorisant un coefficient de frottement tres ba€)@Q). Ce coefficient de frottement est
maintenu tant que la couche a une bonne rigiditéamique (présence de calcium et absence
de détergent), et tant qu’elle est protégée deytlation. Ces conditions sont satisfaites pour
les couches DPPC avec calcium.

La valeur de frottement de 0.002 mesurée ici ést faible par rapport a celle donnée
dans la bibliographie, 0.15 [115,116]. Cette demiealeur est obtenue avec des premiers
corps qui sont des hydrogels utilisés comme suibstit cartilage et des troisiemes corps sans
lipides. Cette difféerence confirme encore le réds thterfaces lipidiques dans I'obtention des
coefficients de frottement articulaire trés faibles

A nos yeux, les résultats de ce chapitre validemtenmodéle expérimental ex vivo et
rendent la structure de la synovie, présenté danshapitre A, réaliste du point de vue
tribologique. Il est donc logique de poursuivrenslde chapitre C, I'étude tribologique de
cette structure formée d’assemblages moléculaires.
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- CHAPITRE C -

EXPLOITATION DU MODELE : FONCTIONNEMENT DES
ARTICULATIONS SAINES ET PROTHESEES

Vous savez ce que c'est que la
recherche: on part sur une question et
on trouve en cours de route des faits qui
VOUS en posent une autre

[Philippe Meyer]

Toute certitude est par essence
contradictoire avec la philosophie de la
recherche.

[Pierre Joliot]

Ce chapitre est consacré a I'application du modetieulaire défini et validé dans le
chapitre B. En particulier, nous souhaitons :

» comprendre le r6le des assemblages moléculairks sy@ovie sur les performances
tribologiques remarquables des articulations ndas,e

« examiner les capacités potentielles de ces coastiua améliorer les performances
tribologiques des implants articulaires.
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C.1. Procédure expérimentale

Nous avons adapté le triplet tribologique décribsdée chapitre B pour réaliser cette
étude. Ainsi, comme mécanismeus avons exploité le dispositif expérimentalrdétans le
paragraphe B. 2.1. Une charge normale de 2.5N ian@t#sée ce qui permet, en jouant sur les
rayons de courbure des éprouvettes, d'imposeratetitions de pression réalistes : 0.3 MPa
pour l'articulation saine et 5 MPa pour l'articutat prothesée.

Les déplacements aller et retour se font a vitessestante, 0.6 mm/s. Cette faible
valeur permet d'une part une bonne visualisationcontact en microscopie optique et
favorise d'autre part un régime de lubrificationtgee limite. Les allers et retours ont une
durée égale, de l'ordre de la dizaine de secorndeg,li, compte tenu de la vitesse, permet de
visualiser successivement toute la longueur duacbnt

Plusieurs séries d’essais de frottement, duranturhdh (environ 180 cycles aller —
retour), ont été réalisées. Elles comportent 3gygm premiers corps, et 4 types de troisieme
corps.

Les différentes associations de premiers corigant a simuler les articulations saines

et les différents types d'implants, sont les sussn

» Contact entre un échantillon convexe (rayon de moer 8mm) en HEMA mou
(module d’Young d'environ 1.5 MPa) hydraté 48h ddnssérum physiologique et
une contre face plane en verre (borosilicate) @igla). Compte tenu de la charge
appliguée, le contact, d'un diamétre de 2mm, agh&a une pression moyenne de
0.3 MPa, ce qui est realiste par rapport a unewdation saine. Ce contact est appelé
dans la suite_ "contact modele du cartilage artimila

» Contact entre un échantillon plan en acier 316lued contre face transparente
convexe (rayon de courbure 8mm) en HEMA rigide (mledd’Young d'environ 1
GPa) non hydraté (fig. C.1b) Ce contact circuldieed.8 mm de diamétre est soumis
a une pression moyenne de 5 MPa, réaliste vis-a@lvis implant articulaire de
genou. Ce contact est désigné dans la suite padélmal’implant articulaire en
acief'.

» Contact entre un échantillon plan en polyéthylenéMWPE et une contre face
transparente convexe (rayon de courbure 25.5 mmger (borosilicate) (fig. C.1c)
Ce contact circulaire, de 0.8 mm de diameétre, sippme pression moyenne de 5
MPa, représentative du fonctionnement d’'un implariiculaire de genou. Il est
nommeé dans la suite "contact modéle d’'un implatitidaire en polyéthylére

Verr{e borosilicate HEMA rigide Verre borosilicate
s R o)
R=8m R =25.5 mm
R=8m
7 . 7
HEMA mou Acier 316L UHMWPE
a) b) c)

Fig. C.1. Contacts modeles étudiés : a) Contact modeéle du cartilage articulaire, b) Contact modele d’'un
implant articulaire en acier, ¢) Contact modeéle d’'un implant articulaire en polyéthyléne
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Les quatre types de troisieme cogisnterfaces suivantes ont été utilisés afirudiér

de maniére découplée le role tribologique des miffés constituants de la synovie:

* du sérum physiologique entre des premiers corpsaoverts de bicouches
lipidiques, appelé par la suite®™S corps A", considéré comme™3° corps de
référence vis-a-vis des valeurs de frottementfizg),

* une suspension de 2 g/l de petites vésicules djpeti (quelgues centaines de nm de
diametre) dans du sérum physiologique, fluoresseselumiere bleue appelée dans
la suite "8™°corps B"(fig C.2b),

* du sérum physiologique entre des premiers corpgectaliinitialement de bicouches
lipidiques, nommé "3 corps C' (fig C.2c),

» des poches lipidiques remplies de gel synovialeedts premiers corps couverts
initialement de bicouches lipidiques, désigné 8aF*corps D"(fig C.2d) fabriquées
comme indiqué dans la section B.1.2.2.

a) 3™ corps A

e

RN \ \ \
c) ¥ corps C d) 3™ corps D

Fig. C.2. Modéles de troisieme corps et interfaces. a)sérum physiologique b) petites vésicules
lipidiques (quelques centaines de nm de diametre) c) deux bicouches lipidiques déposées sur les
surfaces des lers corps et séparées par une couche de sérum physiologique d) deux bicouches
lipidiques déposées sur les surfaces des lers corps et séparées par des poches lipidiques
remplies de gel synovial obtenues selon la procédure décrite en § B.1.2.2.

C.2 Mesures et visualisation
C.2.1. Mesures de frottement

Les mesures de frottement sont réalisées en respaéatméme méthodologie que celle
décrite dans le paragraphe B.2.4. L'allure de tatran du coefficient de frottement au cours
d'un essai reste linéaire, c'est pourquoi dansite,des valeurs du coefficient de frottement
enregistrées au debut et a la fin de chaque esdepttement sont uniguement présentées.

Dans le cas du contact modele de cartilage arireulees essais de frottement ont été
répétés cinq fois, la dispersion sur la force détdment étant de 4 % de la valeur moyenne.
Pour les modeles d'implants, chacun des essaésraadisé deux fois, donnant un écart de 7%
maximum sur la mesure du frottement.
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L’ensemble des valeurs moyennes de coefficientatéefnent, ainsi obtenues pour les
12 configurations d'essais correspondant a 3 ctentacdéles et 4 troisiemes corps, en début
et fin d'essai, est regroupé dans la figure C.3.

coefficient de
frottement

0.14

0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
0.12 A

0.1 0.1
0.1

0.08 H

0.07 0.07 0.07 0.07

0.06

0.05 0.05 0.

o
a1

0.04 4 0.035 0.035

0.005
b
NN

modele de cartilage acier polyethylene

N

M 3eme corps A, début d'essai
O3eme corps A, fin d'essai
3eme corps B, début d'essai
[@3eme corps B, fin d'essai
[ 3eme corps C, début d'essai
B 3eme corps C, fin d'essai
3eme corps D, début d'essai
D 3eme corps D, fin d'essai

Fig. C.3. Coefficients de frottement au début et a la fin de chaque essai. «début d'essai» : mesure en
début de frottement, «fin d'essai» : mesure apres une heure de frottement.

On note que l'association des lipides avec I'adigialuronique et les albuminesé’(‘?»
corps D) donne un coefficient de frottement plus/€1(0.12) que 1e°3° corps A, quel que
soit le contact modele étudié.

En revanche, la comparaison dé@egcqrps B et C, ou les lipides sont seuls présents,
sans acide hyaluronique ou albumine, avec'Té ®rps A donne des résultats dépendants du
contact modéle et du temps de fonctionnement. Gereb que le rajout des lipides™(3
corps B et C) provoque :

* une baisse significative du coefficient de frottem@our le contact modéle de
cartilage articulaire (0.035 pour 1" corps A, 0.005 pour le°3°corps B aprées 1h
et 0.0015 pour le®3°corps C),

* une baisse initiale du coefficient de frottememurple contact modéle d'implant en
acier (0.07 pour le®8°corps A, 0.03 pour les 3émes corps B et C), maisetour a
la valeur initiale aprés 1h de frottement,

* une augmentation initiale du coefficient de frotéer pour le contact modeéle
d’implant en polyéthyléne (0.06 pour IE"8corps A, 0.07 pour les 3émes corps B et
C), suivie d'une diminution jusqu'a la valeur déS0apres 1h de frottement. Par
contre, cette baisse n'est probablement pas dimecte corrélée a la présence de
lipides dans le troisiéme corps, car elle est égafe observée avec IE™Scorps A.
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C.2.2. Visualisation

Les images en microscopie des premiers corps dnaitément sont présentées dans le
tableau C.1. On observe que :

» les surfaces en HEMA mou hydraté et en HEMA rigida hydraté, ainsi qu'en acier
ou en verre, permettent 'accrochage physico chimiq'une bicouche lipidique
uniforme fluorescente avec un maximum d’intensaérd’HEMA hydraté reflétant
probablement une plus grande densité d’accrochegépides.

» par contre, la surface en polyéthylene n'adsortsedgabicouche lipidique, ce qui
parait logique étant donné que cette surface efibpihiobe et que les bicouches ne
se forment que sur des surfaces hydrophiles.

Les visualisations in-situ au cours du frottememtprésentées respectivement dans les
deux premieres colonnes des tableaux C 2, 3,letslimages concernent :

* une zone incluant la frontiére du contact, powrdetact modele de cartilage (tableau
C.2).

* la zone centrale du contact pour les contacts medd&implants (tableaux C.3 et
C.4), le dispositif expérimental et la configuratides contacts (fig. C.3) ne permet
pas d’accéder a la frontiére du contact.

Elles permettent de suivre I'évolution de la disttion de fluorescence dans le contact
et éventuellement a I'extérieur, au cours du fnodiet.

Les deux derniéres colonnes de ces tableaux carmtedes images des premiers corps
a l'issue des essais, aprés ouverture du contacicage a I'eau distillée.

On précise que pour la visualisation en lumieraudldes mémes parametres de la
caméra ont été choisis pour I'acquisition d'imagairf, exposition, minimum et maximum
d’intensité), les niveaux d’intensité refletent dda quantité de lipides sur les surfaces pour
un méme grossissement. Par contre en changeanbsigEisgement (échelle 80um Vs. 400
pum), les niveaux d’intensité ne sont plus compasbl

Nous proposons dans le paragraphe suivant une senaly role tribologique des
composants des différents troisiemes corps testéss chacun des contacts modeles,
s'appuyant sur des corrélations entre les valgurgadutions des coefficients de frottement et
les évolutions des images de microscopie en lunbiewge et blanche.
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Modéle de cartilage

Modéle d'implant en acier

Modéle d'implant en polyéthyléne

HEMA hydraté 48h

Contre face verre

Acier 316L

Ceriace HEMA non
hydraté

UHMWPE Contre face verre

Visualisation en lumiére blanche (mémes images avezans bicouche lipidique)

Visualisation en lumiére bleue de surfaces sansugice lipidique

2b
80 pm

Visual

2c
80 um

lisation en lumiére bleue de surfaces avecouuhbe lipidigue DPPC

&

Tableau C.1 Visualisation des surfaces de premiers corps avant contact. Pour la visualisation en lumiéere bleue, les mémes parametres de la caméra ont été choisis
pour I'acquisition d'image (gain, exposition, minimum et maximum d’intensité), les niveaux d’intensité reflétent donc la quantité de lipides sur les surfaces.
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C.3. Interprétation
C.3.1. Articulation saine
C.3.1.1. 8™ corps B (sérum physiologique, petites vésiculepidiques)

La presence de petites vesicules lipidiques (dienvRO0 nm de diametre) remplies de
sérum physiologique dans le volume dti™3corps B génére une fluorescence assez
importante indiquant la présence de petites vésscabnfinées ou ayant fusionné en contact
(Tableau C.2, image 1b, partie droite). Cette fisoence est un peu moins importante que
celle enregistrée a I'extérieur du contact (Tabl€a, image 1b, partie gauche). Hors du
contact, les vésicules lipidiques ne sont en gffet confinées, et I'épaisseur du volume
visualisé et donc la quantité de vésicules sord gtandes. Apres 1h de frottement, la zone de
contact apparait nettement moins fluorescente €gabC.2, image 2b).

La diminution de fluorescence dans le volindu 3™ corps s'accompagne de
I'apparition de fluorescence a la surface des mengorps : fluorescence uniforme sur la
surface HEMA (Tableau C.2, image 3b), et fluoreseeaccentuée sur la trace de frottement
de la surface de verre (Tableau C.2, image 4b).viésgcules lipidiques présentes dans le
troisieme corps au debut du frottement éclatens $effet des sollicitations tribologiques et
génerent un dépbdt lipidique sur les surfaces demiers corps. Cette évolution s'accompagne
d'une chute du coefficient du frottement de 0.005085.

C.3.1.2. 8™ corps C (sérum physiologique, bicouches lipidiquégs

Comme dans le cas dd™ corps B, la fluorescence a lintérieur du contaant
frottement est identique a celle observée a I'extérdu contact (Tableau C.2, image 1d).
Mais contrairement au cas B, la fluorescence nievgas significativement au cours du
frottement (Tableau C.2, image 2d).

Les visualisations des surfaces frottantes desipremorps apres frottement montrent
gue les bicouches lipidiques initialement préserdgstent intactes (Tableau C.2, images 3d et
4d).

La corrélation de ces observations avec la mesuwretrés faible coefficient de
frottement (0.0015) du début a la fin du frottemembntre que les couches lipidiques
adsorbées sur les premiers corps resistent biefrotement et sont responsables de la
diminution importante du coefficient du frottemeuatr rapport au“3'®corps B.

C.3.1.3. 8™ corps D (substitut de synovie, bicouches lipidiqued

La présence de poches lipidiques (quelques dizadeesnicrometres de diametre)
remplies de gel d’acide hyaluronique et d’albumireel synovial ») dans 1% corps D
génere une fluorescence uniforme a l'intérieurahiact, mais bien plus faible qu'a I'extérieur
du contact ou elle n'est pas uniforme (Tableau hage 1f). Ainsi, les poches lipidiques du
3*M™ corps D ne restent pas dans le contact, et laefeence observée a l'intérieur du contact
est principalement provoquée par les bicoucheditjpes adsorbées sur les premiers corps.

" On rappelle que l'on considére comni&gorps uniquement le fluide confiné dans le contgat a donc une épaisseur trés faible,
d’environ quelques dizaines de nm pour les 3emascar B et C et quelques pm pour le 3eme corps D.
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Aprés 1h de frottement, on remarque la présencmtarieur du contact de rouleaux
fluorescents (Tableau C.2, partie inférieure dadge 2f). L'apparition de cette structure en
rouleaux pourrait étre favorisée par la présencgalesynovial "libre" (non incorporé dans
des poches lipidiques) et étre responsable, en fimatdile mode d'accommodation du
glissement, de la valeur élevée du coefficientrdédment (0.12). Cette valeur est similaire
aux valeurs obtenues par Benz et Israelachvili Jj1&Qi étudient le frottement d'un gel
d’acide hyaluronique fixé (chimiquement ou physipeat), par lintermédiaire d’une
bicouche lipidique, sur les surface en contact @’'machine de force de surface. lls montrent
que le gel synovial favorise un coefficient de tieatent élevé (0.1 — 0.3) en régime limite.

Les visualisations des surfaces de premiers cqrpss drottement montrent la présence
de vésicules fluorescentes, donc lipidiques, swuldace HEMA (Tableau C.2, image 3f)
ainsi que la présence de dépdbts non uniformes,flpetescents, sur la surface en verre
(Tableau C.2, image 4f).

Ainsi, 'ensemble des expérimentations menées sucdntact modéle de cartilage
articulaire montre que les bicouches lipidiquesrachées physico-chimiquement de maniére
uniforme sur les surfaces frottantes des premiamsscfavorisent un coefficient de frottement
tres bas (de l'ordre de 0.0015). Si I'accrochage amiche lipidiques est fait au cours du
frottement, il n'est pas uniforme (trace de froterhplus fluorescente visible dans I'image
4b) et cela peut expliquer le coefficient de frotémt un peu plus grand (0.005). Par contre, si
le frottement est localisé a l'intérieur d’'une cbaale gel synovial et non dans la couche du
sérum physiologique qui sépare les bicouches tipes déposées sur les surfaces frottantes,
on obtient un coefficient de frottement beaucows @leve (0.12).
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Visualisation in situ du 3°™ corps

(zone incluant la frontiére du contact)

Visualisation des premiers corps apres contact

Avant frottement | Aprés 1h de frottement HEMA hydraté | Verre borosilicate

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére blanche

Lumiére bleue

36 me

corps B

Tableau C.2. Contact modeéle de cartilage articulaire (microscopie optique).
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C.3.2. Implant en acier
C.3.2.1. 8™ corps B (sérum physiologique, petites vésiculepidiques)

La fluorescence a l'intérieur du contact avanttémoent est uniforme (Tableau C.3,
image 1b). Elle a completement disparu apres linotkement (Tableau C.3, image 2b). Les
petites vésicules lipidiques (quelques centainesiateometres) du®3® corps B sont donc
présentes dans le contact avant frottement, comoue l@ contact modele de cartilage
articulaire.

Les visualisations des surfaces frottantes desipremorps apres frottement montrent
que :

» la trace de frottement sur la surface en acieramporte pas de lipides alors qu'a
I'extérieur de la trace de frottement on observe bicouche uniforme (Tableau C.3,
image 3b),

» la surface HEMA accroche uniformément les lipidesbleau C.3, image 4b).

Les surfaces en acier permettent donc un accrogitagegco-chimique des lipides, mais
les couches lipidiques ne résistent pas aux dallicns tribologiques. Ceci permet d'expliquer
'augmentation du coefficient du frottement de 0288.07 entre le début et la fin des essais
(fig. C.3).

C.3.2.2. 8™ corps C (sérum physiologique, bicouches lipidiquégs

Comme attendu, la fluorescence a l'intérieur duamiravant frottement est uniforme
(Tableau C.3, image 1d) et cela est du aux bicautipaliques déposées sur les premiers
corps.

La fluorescence perd son uniformité au cours dsdie(Tableau C.3, image 2d), car les
bicouches lipidiques sont décrochées des premimss cet accumulées dans des paquets
fluorescents a l'intérieur du contact. Les viswlisns des surfaces de premiers corps apres
frottement montrent également la destruction desuahes lipidiques aprés frottement et la
formation d'amas lipidiques dans les traces ddefmmnt tant du c6té acier (Tableau C.3,
image 3d) que du c6té HEMA (Tableau C.3, image 4d).

La corrélation avec une variation de 0.03 a 0.takfficient de frottement au cours des
essais (fig. C.3) montre que les bicouches lipidggaccrochées sur les surfaces d’acier ne
résistent pas aux sollicitations tribologiquesy ldestruction faisant augmenter le frottement.

C.3.2.3. 8™ corps D (substitut de synovie, bicouches lipidiqued

La présence de poches lipidiques remplies de geldg hyaluronique et d'albumine dans
le 3™ corps D géneére une fluorescence non uniforme €BabC.3, image 1f), ce qui montre
gue les poches restent dans le contact, contrameme cas du cartilage. Apres 1h de
frottement on remarque la fusion de ces poches anentact et la formation de paquets
fluorescents (Tableau C.3, image 2f).

D'autre part, les images des surfaces des preougrs apres frottement montrent :

» la présence d’'un dépot fluorescent non uniformelaw@wurface en acier sur toute la
zone de frottement (Tableau C.3, images 3e et 3f),
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» la présence d'amas fluorescents et non fluorescenéss frontiere de la zone de
contact sur la surface en HEMA (Tableau C.3, imaigest 4f).

Ces amas et ce dépbt pourraient étre provoquésa paésence de gel synovial n‘ayant
pas été incorporé dans des poches lipidiques as deu’étape de fabrication du substitut de
synovie. L'accommodation de vitesses par cisailigrde ces résidus pourrait étre a l'origine
du coefficient de frottement élevé (0.12), commesda cas du modele de cartilage (fig. C.3).
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3eme

corps in situ, zone centrale

Premiers corps aprés contact

Avant frottement

| Aprés 1h de frottement

Acier 316L | HEMA rigide

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére blanche

Lumiére bleue

2a

36 me

corps B

kY|

Tableau C.3. Contact modeéle d'implant en acier (microscopie optique)
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C.3.3. Implant en polyéthylene
C.3.3.1. 8™ corps B (sérum physiologique, petites vésiculepidiques)

La fluorescence a lintérieur de la zone de contacnt frottement est uniforme
(Tableau C.4, image 1b), elle s’atténue nettemprésalh de frottement (Tableau C.4, image
2b). Les petites vésicules lipidiques sont donsgmées dans le contact avant frottement et
sont largement chassées du contact apres frottement

La diminution de fluorescence dans la zone de cbiaia cours de I'essai s'accompagne
de l'apparition de fluorescence sur toute la serfée verre, avec un niveau plus élevé au
niveau de la trace de frottement (Tableau C.4, endlg). Par contre la fluorescence de la
surface de polyéthylene demeure negligeable (Tabled, image 3b). Ceci montre que les
vésicules lipidiques contenues dans le volume 4l ®rps B, qui ne sont pas chassées du
contact, sont éclatées sous l'action des soliimitattribologiques, les lipides s'accrochant
alors uniquement sur la surface de verre, a lasfpimtanément et sous l'effet du frottement.

Par contre la surface en polyéthylene ne permet'g@sochage de lipides, ni par des
effets physicochimiques spontanés, ni sous l'eftetsollicitations tribologiques, ce qui
semble avoir pour consequence un niveau de frotier@eve, comparable a ce que l'on
obtient avec le 8" corps A (sérum physiologique pur). La diminution doefficient de
frottement en fin d'essai (on passe de 0.07 a (p6&j étre expliquée par un lissage du
polyéthylene, qui se traduit par une augmentatierladbrillance au niveau de la trace de
frottement (Tableau C.4, image 3a).

C.3.3.2. 8™ corps C (sérum physiologique, bicouches lipidiquégs

La présence de bicouches lipidiques sur les swgfgéaére une fluorescence du contact
(Tableau C.4, image 1d), mais cette fluorescentanesns uniforme que dans le cas du
contact modele articulaire (Tableau C.2, imagedldiilu modeéle d'implant en acier (Tableau
C.3, image 1d). Cela est di a la difféerence de Habilité des deux surfaces en contact
(verre, polyéthylene) qui crée des défauts dansbiesuches lipidiques. Au cours du
frottement, les lipides se décrochent des surfgoest former des paquets fluorescents a
I'intérieur du contact (Tableau C.4, image 2d).

Les visualisations des surfaces frottantes desiprerorps apres frottement montrent,
comme dans le cas di"§corps B :

e l'absence de lipides accrochés sur la surface d&yéfhyléne (Tableau C.4, image
3d) et le lissage de la trace de frottement débéxtn lumiére blanche par brillance
de la trace de frottement (Tableau C.4, image 3c).

e La présence d'une couche lipidique trées inhomogauele verre (Tableau C.4,
image 4d), avec des amas lipidiques qui n’exigb@stavant frottement (tableau B.3,
image 6c¢).

Ainsi, dans le cas du contact modele d'implant @ggthyléne, I'évolution du contact
est la méme, que les lipides soient initialememtsda volume du 3 corps sous forme de
petites vésicules, ou en bicouches sur la surfasepdemiers corps, ce qui explique que
I'évolution du coefficient de frottement soit idigpie (fig. C.3).
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C.3.3.3. 8™ corps D (substitut de synovie, bicouches lipidiqued

La présence de poches lipidiques remplies de gelviyl dans le troisieme corps généere
une fluorescence non uniforme du contact (Tableay Bage 1f), ce qui montre que ces
poches existent initialement a l'intérieur de laeae contact. Apres 1h de frottement on
remarque la fusion de ces poches en paquets fheortss(Tableau C.4, image 2f).

Les visualisations des surfaces frottantes desipreroorps aprés frottement montrent :

» pour la surface en polyéthyléne, I'absence de dscence (Tableau C.4, image 3f),
et une brillance dans la trace de frottement (Tabl€.4, image 3e), moins
prononcée que dans les deux cas précédents, cuigtégrd'un début de lissage de la
surface.

» la présence d'amas de fluorescence non uniforrmévaau de la zone de contact sur
la surface en verre (Tableau C.4, image 4f).

Dans cette configuration, il semble donc que I'aumodation du glissement entre les
surfaces soit assurée principalement dans le votlur@&™® corps, au niveau de ces amas, ce
qui expligue que I'on retrouve le méme niveau dédment élevé (fig. C.3) que dans le cas
des modeles de cartilage ou d'implant en aciene@ouve également le fait que la tendance
du polyéthyléne a se lisser au cours des essaigracpnséquence apparente la diminution du
coefficient de frottement.
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3eme

corps in situ, zone centrale

Premiers corps aprés contact

Avant frottement

| Aprés 1h de frottement

UHMWPE | verre

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére blanche

Lumiére bleue

Lumiére blanche

Lumiére bleue

2a

3eme

corps B

3eme

corps D

Tableau C.4. Contact modéle d'implant en polyéthyléne (microscopie optique)
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C.3.4. Conclusions

Le modéle expérimental défini et validé dans lepdina B a été exploité afin de
reproduire ex vivo les triplets tribologiques aséscrespectivement a une articulation
naturelle saine, un implant en acier, et un imp&npolyéthylene. Il s'agissait en particulier
d'analyser le réle tribologique des composantsobiques du lubrifiant naturel que constitue
la synovie, en portant un intérét particulier atmctures lipidiques.

Afin d'exacerber le role des interfaces, les comaét expérimentales ont été choisies de
maniere a éliminer tout effet de portance hydrodyinae, et favoriser un régime de type
limite. Différents troisiemes corps ont été consid¢ permettant d'étudier de maniére
découplée l'influence des différentes structuggditjues sur le frottement.

L'analyse proposée repose sur des mesures de derdeottement associées a des
images du contact et des surfaces en microscopiguep La microscopie est exploitée en
fluorescence pour mettre en évidence les structipidgjues, et aussi en lumiére blanche.

Il ressort de ce travail que la présence de bicemidipidiques homogeénes sur les
surfaces solides favorise un faible frottement. €t s'est clairement manifesté dans le cas
du modéle de cartilage articulaire, ou il a conduies coefficients de frottement de I'ordre du
millieme. Il n'est par contre pas sensible dartatedes modeéles d'implants :

» Dans le cas du modele de cartilage articulairecteghes lipidiques résistent a des
sollicitations tribologiques réalistes. De plus,s lesollicitations tribologiques
favorisent leur formation en présence de vésiclifgdiques. Pour les modéles
d’'implants, cet effet bénéfique des bicouches ipastexploité.

» Les surfaces en acier favorisent également 'abage des couches lipidiques, ce
qui tendrait a diminuer le frottement, mais celbesie résistent pas aux sollicitations
tribologiques ; aprés une heure, elles sont totamnéliminées du contact, et le
coefficient de frottement revient a une valeur éev

» Les surfaces en polyéthyléene ne permettent pasulul’'accrochage des couches
lipidiques. Ce résultat est apparemment en cortiadi avec la bibliographie, ou
I'on constate que la présence de lipides dans ntacoacier — polyéthylene fait
baisser le coefficient de frottement [150]. Unesbaidu coefficient de frottement au
cours des essais a effectivement été observée cansavail; mais elle est
uniquement corrélée aux effets de lissage de facien polyéthyléne.

Par ailleurs, lI'addition d’acide hyaluronique etldumine dans le substitut de synovie a
eu pour conséguence une augmentation du coeffidentrottement dans tous les essais
effectués au cours de ce travail. Cela est probadie d0 a la présence de gel d’acide
hyaluronique et d’albumine "libre", c'est-a-dirennieclus dans des poches lipidiques. Celui-
ci tendrait alors a adhérer sur les surfaces fitdta et a imposer le mode d'accommodation
du glissement, de type cisaillement ou roulement.

Il est toutefois probable que la présence de gebwsgl libre soit imputable a notre
maniére de préparer la solution initiale de podipédiques de gel synovial, qui ne permet pas
l'incorporation totale du gel. En effet, il semlgjae le processus d'incorporation du gel dans
des poches lipidiques soit trés dépendant des timmsliphysicochimiques (température, pH,
pression osmotique ...) [148]. D'ailleurs, la synthpharmaceutique des liposomes comporte
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une étape finale de filtration destinée a élimieagel libre. Cette filtration n'a pas été réalisée
dans le cadre de ce travail.

D'autre part, il est probable qu'il n’existe paggéelibre dans une articulation saine, ou
la présence de lubricine contrdle la formation ecte des structures lipidiques (bicouches,
poches) en réalisant une interface adhésive easre&eduches lipidiques et les surfaces de
cartilage ou le gel synovial

La situation est peut-étre trés différente dangleshéses : ce travail suggere que les
couches lipidiqgues sont détruites par le frottemeatqui peut permettre I'existence de gel
libre, et tendre a augmenter le frottement. Notongefois que malgré cette augmentation du
coefficient de frottement, la présence de gel lfmrat avoir un effet bénéfique, par un effet de
protection des surfaces d'acier contre l'usurel [0,

Ce travail montre donc que les structures molémgacomme les couches lipidiques et
le gel d’acide hyaluroniqgue et d’albumine, influent de maniere déterminante les
performances tribologiques des matériaux d’'impkiculaires, fonctionnant en régime de
lubrification limite. Il s'avere donc indispensalile les prendre en compte dans les essais de
durée de vie d'implants, et de ne pas employeuhnfiant composé uniqguement de sérum
physiologique et albumine, comme ce qui est courantrpratiqué.

Une voie d'optimisation des surfaces frottantes ieglants articulaires passe par
lamélioration de la compatibilité des matériauxe@ves bicouches lipidiques, afin de
favoriser un coefficient de frottement bas, et wodende lubrification semblable a celui d'une
articulation saine. Ces conclusions sont en acemelc les travaux de Hills [107], qui
montrent la présence d’'un empilement de 3 a 7 bluea lipidiques sur les surfaces des
cartilages articulaires et suggere que la plupest surfaces d’implants ne permettent pas la
formation de cet empilement.

C.4. Accommodation du glissement dans les assemblag es
moléculaires de la synovie

Les résultats expérimentaux présentés en C.3.12etmBntrent que les multicouches
lipidiques DPPC déposées de facon uniforme susueaces frottantes du modéle articulaire
sont responsables d’'un coefficient de frottemesd bras (0.0015 - 0.0020).

Il s'agit maintenant d'analyser le mode d'accommaadadu glissement [151, 152]
favorisé par la présence des multicouches surUdgaces, et associé a ce bas niveau de
frottement.

C.4.1 Accommodation du glissement dans les multicou ches lipidiques
Afin d'examiner si I'accommodation du glissementitpétre localisée au sein d’'une
bicouche lipidique, une série d’essais de frottenaeune vitesse de 6.40n/s et une charge

normale de 3N (correspondant a une pression moydan@.3MPa) a été réalisée sur le
dispositif décrit dans le paragraphe B.2.1. Lesniees corps sont constitués de :
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e une lentile HEMA hydratée, 48h avant essai, danssdrum physiologique, et
couverte d'une seule bicouche lipidique DOPC, #soente en lumiere bleue,
* une contre face en verre, trés propre (cf. B.2.4.1.

Les visualisations en fluorescence montrent quedauche lipidiqgue n’est pas détruite
au cours du frottement. Le coefficient de frottetnest d'environ 0.08, et reste constant au
cours des 10 minutes d'essai. Les essais n'ort@gmursuivis apres 10 minutes, pour éviter
I'oxydation lipidique.

Par contre, si I'on dépose une bicouche lipidiquechacun des premiers corps, on
obtient un coefficient de frottement plus faibl€)

Le fait que dans la premiére configuration on obsem frottement relativement élevé
peut étre dO aux chargements mécaniques qui neeienpas la formation d’'une épaisseur
d'eau capable de séparer les tétes lipidiques tg@ant a la surface frottante (bicouche
lipidique déposée sur HEMA) de la surface de vebette surface étant tres propre, elle est
susceptible d'adsorber les tétes lipidiques, Isanti ainsi les vitesses entre les queues
lipidiques (fig. C.5). Dans la méme logique, on tppenser que la présence d'une bicouche
lipidique sur chacune des deux surfaces tend atemain(par des effets physicochimiques
[120, 153]) une trés fine couche d’eau entre lesuxhes lipidiques, dans laquelle a lieu toute
l'accommodation du glissement (fig. C.6).

g LA el

Fig. C.6. Accommodation du glissement a I'intérieur de la bicouche lipidique

Afin de vérifier la pertinence de cette interprigiat des résultats expérimentaux
concernant la localisation du glissement, nous sveégalement exploit¢é un modeéle
numérique, basé sur la dynamique moléculaire disart des éléments discrets (grains),
développé depuis 1999 [154] au sein du LaMCoSdapt& pour les multicouches lipidiques
dans le cadre du projet de Master de David Ric[i8)].

Ce modele numérique moléculairepermet I'analyse tribologique des couches
lipidiques en reproduisant de maniére tres simgkructure chimique des couches lipidiques
ainsi que les interactions physico-chimiques negesspour maintenir leur intégrité.

Pour modéliser la bicouche lipidique, on a utilsétructure chimique d’'une molécule
lipidique et les interactions physico-chimiques maintiennent I'intégrité de cette bicouche.
Nous avons reconstitué la molécule lipidique ernnissant trois types de grains : un premier
correspondant a I'atome de carbone des queuesgligis, un deuxieme correspondant a la
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partie hydrophile de la téte lipidique, chargéecttmositivement (choline) et un troisieme
correspondant a la partie hydrophile de la tétédijpe, chargée électronégativement
(phosphate) (C.7b). Pour réaliser l'intégrité dectaiche lipidique, I'ion de calcium a été
reconstitué par un quatrieme type de grain. Ensoée quatre types de grains ont été reliés
par des liaisons de type « ressorts » qui remptdesriaisons chimiques réelles. La raideur
de ces liaisons est calculée en fonction de lauvale la liaison chimique qu’elle substitue.

Enfin, la couche d’eau a été modélisée a partiadéalité physique qui montre que le
milieu aqueux est composé de dipdles d’eau enibrpivec de I'eau ionisée 38" et HO.
Pour créer le milieu agueux, neutre électriquemiestgroupes kD" et HO sont entourés
chacun de trois couches de molécules d’eau digsldirg. C.7c). Partant de cette réalité nous
avons reconstitué la couche d’eau en définissamx tgpes de grains,l'un correspondant a
HsO" hydraté (en blanc sur la figure C.7), et I autcerespondant & HOnydraté (en rouge
sur la figure C.7

Les interactions entre les grains non liés paiidesons de type ressort, ont été définies
uniguement par des interactions électrostatiquasefee 5) basées sur la loi de Coulomb. En
effet, les interactions de van der Waals sont gégliles car le modeéele impose que les
bicouches lipidiques ne peuvent s’approcher a g¢u3 nm les unes des autres (annexe 5).

Pour reproduire les conditions de fonctionnemehbkngique, nous avons appliqué une
force normale et une vitesse tangentielle sur ohamnain « choline » de la paroi supérieure de
la bicouche supérieure, tandis que les grains knehe de la paroi inférieure de la bicouche
inférieure ont été encastrés.

choline

phosphate

Bicouche
lipidi
lpmque

liaison covalente

carbone

Couche d’eau

Bicouche
lipidique

C.7. Modélisation du fonctionnement tribologique des multicouches lipidiques
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Les résultats montrent que pour des conditionsfrattement proches de celles
réalisées expérimentalement, 'accommodation dssginent se fait dans la couche d’eau, ce
qui est en accord avec les interprétations progogeer les résultats expérimentaux.

Par contre, le modele n’'a pas détecté de difféedeefrottement entre I'état fluide et
solide des bicouches lipidiques, respectivementipgdes avec double liaison et celles sans
double liaison. Ce point est en désaccord avecéladtats expérimentaux qui montrent un
rapport de coefficient de frottement d’environ Gupdes bicouches fluides comparées aux
bicouches solides (cf. 8§ B.2.4.3). Cette différepoerrait étre expliquée par une oxydation
des bicouches lipidiques fluides, survenue lorsadssais « physiques ».

L'ensemble de ces résultats, expérimentaux et nguedr;, tend a suggeérer que la faible
valeur du coefficient de frottement constatée loeskps surfaces sont couvertes de bicouches
lipidiques est favorisée par un glissement locatlaés la couche d’eau piégée entre deux
bicouches lipidiques. Par contre, si le glissenesttlocalisé dans la bicouche lipidique elle-
méme, on obtient des coefficients de frottement®i8 plus grands. Par conséquent, les
bicouches lipidiques, en elles-mémes, ne favorigess directement I'obtention d'un
frottement bas. Leur rble tribologique serait plutidirect en piégeant entre elles, par des
actions physicochimiques, de fines couches d’eatl(onm [107,67]) dans lesquelles se
localise 'accommodation du glissement.

D’autre part, nous avons également remarqué qumngosition ionique du milieu
agueux influence le frottement. Ainsi, quand le i@il agueux est constitué de sérum
physiologique, le coefficient de frottement estdéggment plus bas (0.0015, cf. § C.3) que si
ce milieu estconstitué d'eau déminéralisée (0.002, cf. 8 B.8Ja@eut étre di a des forces
de type électrostatique, générées par la préseimee dNa et CI qui peuvent interagir avec
les charges électriques positives des tétes lipediq

Les résultats du paragraphe C.3.1 montrent aussiles multicouches lipidiques
peuvent s’adsorber sur les surfaces des premigps eo cours du frottement, par éclatement
de vésicules lipidiques. Dans ce cas, on obtiestnadglticouches non uniformes induisant un
coefficient de frottement de 0.005. Cette Iégemgnaantation du frottement pourrait étre due
au fait que I'accommodation du glissement danslele de sérum présente entre les dépots
lipidiques formés sur les surfaces frottantes astparfaitement uniforme (fig. C.8).

vésicule lipidiques ﬂ\‘\& ﬁ

sérum physiologique %”\E > g@z G
¥ S
— serim physiologique

Wy W
. — m&f&&mm&%@

Fig. C.8. Accommodation du glissement dans la couche de sérum physiologique (troisieme corps B)

C.4.2 Accommodation du glissement dans le gel synov ial

Les résultats du paragraphe C.3.1 montrent unicmeft de frottement trés élevé (0.12)
lorsque le troisieme corps comporte des poches a@esgnovial. Malgré le manque
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d'informations sur le coefficient de frottementlréevivo, ce résultat parait inattendu par
rapport a la structure de la synovie proposée stiries faibles valeurs du coefficient de
frottement obtenues en présence des bicouchegligisl

Néanmoins ces fortes valeurs de frottement sonéreoltes avec celles de Benz et all.
[110] obtenues lorsque le frottement se localisesdane couche de gel d’acide hyaluronique.
Par conséquent, nos valeurs expérimentales éleoddprobablement dues a la présence de
gel synovial résiduel, c'est-a-dire qui n’a pasigtfus dans les poches lipidiques au cours de
la phase d’obtention de ces poches. Ce gel appkté™'pourrait imposer I'accommodation
de vitesse, selon le processus chronologique suffignC.9a) :

* le cisaillement du gel libre provoquerait I'éjecti@les poches lipidiques hors du
contact (fig. C.9b).

» l'apparition de rouleaux, observables en fluoresedfig. C.10), pourrait étre due a
un endommagement local des couches lipidiques meseur les surfaces frottantes,
qui s'adapteraient de facon a entourer le gel sghbre, formant ainsi des rouleaux
(fig. C.9c). L'accommodation de vitesse par roulentie ces rouleaux associée aux
perturbations locales des couches lipidiques pauétae la cause du frottement
élevé.

e-= g Rouleau de gel W
~—# synovial libre et
% 8 lipides

= mm

Rouleaux fluorescents

Poches de gel synovial ~ouleat
5 —~ a l'intérieur du contact

hors du contact

Frontiére du contact

Fig. C.10. Présence de poches de gel synovial hors du contact et de rouleaux fluorescents dans le
contact (modele articulaire en présence du troisieme corps D)

Le méme type de rouleaux a été observeé sur leacasfen acier, apres frottement, en
présence du troisieme corps formé de poches dusgebvial (troisieme corps D).
L’observation de ces rouleaux en microscopie é@eajue a balayage a montré qu’ils se
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situent a l'intérieur de la trace du frottemengatils ont une longueur de quelques dizaines
de um et un diameétre de quelques um (fig. C.11).
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Fig. C.11. Images en microscopie électronique a balayage de la surface en acier aprés frottement en
présence du troisieme corps D a)visualisation de la trace de frottement b) rouleaux de troisieme corps

C.4.3 Conclusions

Les résultats présentés dans ce paragraphe moqgtrerie frottement mesuré dans le
cadre de notre modele expérimental d'articulatiépedd de la maniére dans lequel se fait
'accommodation du glissement dans les assemblagi&culaires de la synovie.

Ainsi, un coefficient de frottement trés bas (0.B)0dst obtenu lorsque I'accommodation
du glissement a lieu par glissement au sein desaouthes lipidiques, plus précisément dans
la couche d’eau piégée entre deux bicouches lipatigCela pourrait étre le cas in vivo d'une
articulation saine ou les poches de gel synoviahiant pour réle de supporter la charge.
L'accommodation du glissement aurait alors lieuquement aux interfaces lipidiques,
puisque la présence de gel synovial libre est ilmgdote dans une articulation saine (cf.
C.34)

Par contre, quand le gel synovial est acteur dedmmodation du glissement, on
enregistre un coefficient de frottement bien plievé& (0.12). Cette situation pourrait étre
représentative d'une articulation pathologique a@othgsée, dans laquelle les couches
lipidiques peuvent étre détruites soit par uneoacéinzymatique (cf A.1.3.2.4.), soit par une
action tribologique (cf B.2.4.2.) donnant lieuapparition de gel synovial libre.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nos réflexions. Elles sont le fruit de
notre commerce avec les autres, du
frottement de notre intelligence avec la
leur et du travail souterrain que nos
lectures et nos conversations effectuent
en nous.

[Pierre Assouline]

Plus la science avance, plus elle donne
raison a la nature.
[Anonyme]

Ce travail est principalement axé sur le fonctionest tribologique d’une articulation
saine, dont la compréhension constitue une référassentielle pour I'amélioration des
traitements des maladies articulaires et I'optittusades surfaces frottantes des implants.

Cette étude a été menée en exploitant des teclna&pmerimentales in vivo, comme
limagerie médicale, et ex vivo comme la microseope fluorescence, électronique et de
force atomique, ainsi que différentes techniquegsigb-chimiques. Des outils numériques
tels que la modélisation par €léments discretegatlement été employés. Ces techniques ont
été adaptées pour construire un modéle tribologigéaliste. Ce modele permet
principalement I'étude du fonctionnement articidaiér I'échelle moléculaire. Cette étude a
comporté trois étapes.

La premiére étape a été orientée vers I'analysesttastures biologiques articulaires
dans leur milieu vivant. Elle a permis de ciblers Igparamétres mécaniques et
physicochimiques déterminants, et donc a reprodidares un modéle articulaire tribologique
ex vivo réaliste. Cette analyse a abouti & un neod#ductural discontinu de la synovie,
attribuant un réle tribologique aux auto-assemidagmléculaires identifiés dans le fluide
synovial. Ce modéle comporte des poches de geLeds et séparées entre elles par des
multicouches lipidiques. Les poches de gel sontstitoiées d’acide hyaluronique et de
protéines synoviales; leur role tribologique étdet compenser la rugosité des cartilages
articulaires et d’assurer une distribution uniforrde la pression dans le contact. Les
multicouches lipidiques sont formées par I'empilaemée bicouches lipidiques séparées par
des couches de sérum physiologique; leur réle logigue étant d'empécher [l'effet
rhéofluidifiant de la synovie et de localiser lssgement dans le sérum physiologique.

La deuxiéme étape de ce travail a consisté a rapeodans un modéle tribologique
articulaire ex vivo, les parametres mécaniquesgsipochimiques ciblés précédemment.

Ce modele utilise un matériau de type hydrogel HEM#i permet, quand il est hydraté
dans le sérum physiologique, de reproduire lesr@®s meécaniques et physicochimiques
des cartilages articulaires. La caractérisationamiéeie de I'hydrogel HEMA a permis de
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mettre en évidence une corrélation entre les pgtd®i physico-chimiques (pH, pression
osmotique) du milieu d’hydratation et les propréét@éecaniques (module d’élasticité) et
tribologiques (coefficient de frottement) de I'hgdel HEMA. Cette corrélation a été
exploitée pour expliquer en termes mécaniqueslii@oo des maladies articulaires. Ainsi il a
été mis en évidence qu'un pH acide, qui caractérise arthrite, augmente le module
d’élasticité du modele du cartilage et aussi |Idfaoent de frottement ce qui peut induire des
endommagements du matériau HEMA. Ces endommagensentsalors caractéristiques
d’'une arthrose. Ce modéle peut donc expliqueregmds mécaniques, comment une arthrite
évoluerait vers une arthrose, ce qui est mis etleézie par les études cliniques.

Un modéle du fluide synovial, composé de bicoudimdiques et de poches de gel, a
également été défini. La caractérisation mécanépsebicouches lipidiques, par microscopie
de force atomique, a permis de montrer leur r@gistanécanique a des pressions supérieures
a quelques dizaines de MPa. Cette résistance est@dus importante que les pressions
développées dans une articulation saine au coula oharche normale, qui sont estimées a
seulement quelques MPa. Cela a confirmé la pexdade notre modéle structural discontinu
de la synovie et de notre étude tribologique desrablages moléculaires de la synovie.

Pour simuler ex vivo le mécanisme articulaire, uspdsitif expérimental permettant
conjointement la mesure du coefficient de frottetretria visualisation in situ du contact, a
été mis au point. Grace a l'utilisation de margsennoléculaires spécifiques, ce modéle a
permis d'analyser le réle tribologique des assegeslanoléculaires de la synovie, et en
particulier de montrer que ce sont les multicoudhmdiques qui favorisent I'existence d’'un
coefficient de frottement tres bas (0.0015).

La troisieme étape de ce travail a consisté a @eplie modele articulaire ainsi validé,
pour étudier les capacités potentielles des assg@mblmoléculaires de la synovie a améliorer
les performances tribologiques des implants adice$s. Nous avons constaté que la
formation et/ou le maintien des bicouches lipidgjugest pas réalisé dans le cas des
matériaux dimplants en polyéthylene ou en acietauide part, les performances
tribologiques des surfaces d'implants en polyétig/lét acier sont modifiées par la présence
des assemblages moléculaires ; nous avons notantereatqué que les surfaces en acier
favorisent la formation, au cours des essais, d'omache formée principalement de gel
synovial, et susceptible de protéger les surfacaesr& I'usure, ce qui n'‘est pas le cas avec le
polyéthylene. Ainsi, ces résultats montrent que thsdés de durée de vie des implants
articulaires ne peuvent étre pertinents que sdfgaduisent correctement ces assemblages
moléculaires. Cela n’est pas le cas actuellemantiacmajorité des essais industriels utilisent
comme lubrifiant du BSA (sérum albumine bovine) qué contient que le composant
protéigue du fluide synovial. C'est-a-dire qui m@tent ni I'acide hyaluronique ni les lipides.

Ce travail a montré le lien étroit entre I'ordregiandeur du coefficient de frottement et
le mode d'accommodation de vitesse dans les asagesbmoléculaires de la synovie. Ainsi,
des coefficients de frottement élevés, d'enviratb0ont été mesurés chaque fois que le
glissement était localisé dans le gel synovialr&ranche, des coefficients de frottement 100
fois plus faibles ont été obtenus lorsque le ghsm& était localisé dans les multicouches
lipidiques.

Afin d'étudier plus en détail comment le glissemsatlocalise dans les multicouches
lipidiques, un modéle numérique de dynamique mdddmudes multicouches lipidiques a été
mis au point. La corrélation entre résultats nuques et expérimentaux montre que le
glissement se localise dans les fines couches d&aul0 nm d’épaisseur) qui sont piégées
physico-chimiquement entre et par les bicouchegitjpes, ce qui conduit a un coefficient de
frottement trés bas.
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D’autre part, nous avons mis en évidence que leBrpgances tribologiques des
assemblages moléculaires dépendent de la quaktétdectures et du caractere oxydant du
milieu :

« le manque d'ions Chet la présence d'impuretés, comme le détergestent les
propriétés tribologiques des multicouches lipidejee qui les rend non résistantes
aux sollicitations tribologiques.

» le caractere oxydant du milieu altére égalementplegpriétés tribologiques des
multicouches lipidiques en phase fluide (DOPC), Hesdant non résistantes aux
sollicitations tribologiques.

e La présence de gel synovial libre, c'est-a-dire inctus dans les poches formées par
les multicouches lipidiques, génére un coefficiele frottement élevé lorsque
I'accommodation du glissement a lieu dans ce fed.liNous n'avons pas réussi a
éliminer completement ce gel libre de notre tromecorps modéle ex vivo, ce qui
peut étre imputé a I'absence de lubricine qui esisitérée comme une molécule
d’adhésion entre le gel et les couches lipidiquedvo. L'absence de lubricine peut
aussi expliquer l'altération des propriétés trigajaes des couches lipidiques fluides
(DOPC) qui, sans protection antioxydante, sontuités au cours des essais
tribologiques ex vivo.

Dans I'immeédiat il est donc nécessaire de repredaitubricine dans le modéle ex-vivo
en rajoutant de la « vitronectine » dans le gebsial. Cette substance, utilisée en culture
cellulaire pour faciliter 'adhésion de la membragellulaire (bicouche lipidiques) sur
différentes matrices polymériques hydrophiles, paitiremplacer la « lubricine » existante in
vivo. Ensuite il faudrait trouver une technique pouantifier la quantité de gel incorporée
aux poches lipidiques du troisieme corps modeleldaire et si possible éviter la présence de
gel libre.

Le modele expérimental de base mis au point etl&atians ce travail pourra alors
facilement étre adapté pour étudier les effets pithologies et optimiser les surfaces
frottantes des implants articulaires. En revandhest limité a I'étude du frottement car il ne
reproduit pas les «compensations » biologiques tglie la reconstruction du cartilage qui
sont nécessaires a I'étude de l'usure.

Au cours de ce travail, nous avons étudié un sgd te lipide, non polaire, présent
dans la synovie. Nous avons donc occulté les phénemélectrostatiques liés aux lipides
polaires également présents dans la synovie, evapbuinfluencer les performances
tribologiques. D’autres facteurs comme le pH, fagérature et la pression osmotique doivent
étre I'objet de travaux futur.

Enfin, ce travail utilise un mécanisme modeéle sifigpont la cinématique se limite a
un mouvement de glissement tandis que le mécarasticellaire réel impose des roulements
et des glissements. Par conséquent les travauws fiéwraient aussi reproduire la cinématique
réelle afin d’étudier I'effet des assemblages malices de la synovie sur les régimes de
lubrification de type hydrodynamique qui sont auassociés au fonctionnement d’une
articulation saine.
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Annexe 1
Traitement des maladies osteo-articulaires - orient ations actuelles

Le développement des traitements des maladit=o-articulaires intéresse aussi bien le
milieu médical que le milieu industriel, avec ceghant des points de vue différents.

Au plan médical, I'optimisation des traitements consiste a minimike douleur et
linflammation en préservant la fonction motrice tlarticulation. Les recherches sont
orientées vers le développement de nouvelles suletaaidant le systeme immunitaire a
combattre la maladie en reconstruisant les strestet le fonctionnement sain. Ces substances
restent peu efficaces dans des états avancés nialaglie, notamment quand il y a une usure
importante du cartilage. Pour ce cas, la rechernidicale développe des techniques de
cultures cellulaires, par lesquelles est recortstiai structure vivante du cartilage articulaire.
Ces techniques utilisent des substrats polyméricqetesles cellules souches, qui sont
contraintes a se développer dans un tissu cartdagi Mais, malgré leur avancement, ces
techniques ne peuvent pas étre utilisées a I'écldaline articulation compléte. Il est en effet
impossible de reproduire ex vivo a grande échallgtriucture du cartilage articulaire : celle-ci
est générée in vivo sous l'action de contraintesamigues, mal connues, et qui ne sont donc
pas actuellement reproductibles ex-vivo dans digres cellulaires.

Au plan industriel, I'optimisation des traitements consiste a dévedopdes produits
qui, une fois implantés (ou injectés) dans I'afation, durent le plus longtemps possible et
génerent un minimum de réactions immunologiquesc(pnpatibles). Pour le traitement des
maladies articulaires on remarque deux types dduiso: les implants articulaires et les
substituts de synovie.

Les implants articulairesont utilisés comme traitement chirurgical dans a®ladies
tres avancées, lorsque la fonctionnalité articalae peut pas étre assurée par les structures
vivantes qui sont trop détruites. Dans ce castididation entiere est remplacée par une
articulation non vivante implantée a la place dasctures vivantes (arthroplastie).

En ce qui concerne lindustrie des implants, elnstitue un enjeu économique
important, car 80 000 protheses de hanches et @pffiheses de genoux sont implantées
chaque années en France, ce qui représente unéraeds00 millions d’euros par année, le
marché mondial étant environ vingt fois supéri€e.plus, environ 10% des patients opérés
d'une arthroplastie dans le monde sont réopérés poa révision dans les dix années
suivantes.

La recherche vise a développer des implants ayaatdurée de vie la plus grande
possible. Dans ce sens, des études ex-vivo sorgenafin de quantifier la durée de vie des
implants, la difficulté principale résidant dansrégproduction ex-vivo des conditions réelles
de fonctionnement in-vivo. Cette difficulté est gparlierement accentuée pour les implants
en matériaux polymériques (polyéthyléne) et céramsgpour lesquels on constate des durées
de vie réelles trés inférieures a celles estimgesti essais ex-vivo.

En ce qui concerne les substituts de synoldar développement est plus récent et
touche principalement lindustrie pharmaceutiqueurP développer ces substituts, les
recherches visent reproduire la composition eptegpriétés rhéologiques de la synovie saine.
Mais la difficulté principale réside dans l'identétion de la rhéologie de la synovie saine. En
effet, les valeurs des paramétres rhéologiques dgriovie présentées dans la bibliographie
sont trés dispersées. Cela est imputable aux conslit’essais, éloignées des condition in
vivo, notamment en ce qui concerne les interfabéslogiques qui sont tres différentes de
l'interface synovie — cartilage.
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Annexe 2
Embryogenese d’une articulation saine
L’embryogenése articulaire comporte quatre phases :
1. Formation d’un modéle cartilagineux.

Dans leur phase initiale, les articulations sorstligsons élastiques entre les extrémités
osseuses, tissus mous de type cartilagineux, appetédele cartilagineux des futurs os» (a
est b dans la figure 1). La liaison élastique @stnae sous le nom d'interzone (c dans la
figure 1). Une interzone se compose de trois caich#deux couches chondrogéniques
externes (cet ¢ dans la figure 1) qui vont former les surfacescdttilage articulaire et la
membrane synoviale, et umeuche intermédiair€cs dans la figure 1), qui contribue a la
formation des structures intra articulaires tetlas les ligaments et les ménisques.

F|g 1. Modele ar aglneux dans la période embryonnalre
(a: modéle cartilagineux du tibia, b : modéle cartilagineux du fémur, ¢ : interzone)

2. Cavitation

La cavitationest le processus par lequel la liaison élastiquefaime l'articulation
('interzone) est rompue, et le modéle cartilagiees futurs os est divisé pour former deux
surfaces articulaires distinctes (Figure 2). Cettpture est induite par les mouvements
embryonnaires, et la dépression générée apregtiareufait qu’une partie de la phase liquide
du modéle cartilagineux vient remplir les cavitésriées. Les cellules appartenant aux deux
couches chondrogéniques (cl, c2) vont alors sye#rétu fluide jusqu’a équilibre des
pressions entre la cavité articulaire et le modahélagineux.

3 12 -
Fig. 2. ‘Modéle cartllaglneux dans la période embryonnalre (zone de cavitation)
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3. Formation des ligaments et des ménisques

La couche médiane de l'interzone évolue en foncties sollicitations mécaniques
externes, qui génerent des fissures délimitargéllments intra articulaires. Ainsi sont formeés
les ménisques et les ligaments intra articulaifégufe 3.). Si les mouvements embryonnaires
sont trop faibles, les ménisques restent colléscaudages et la cavité articulaire ne se forme

pas.

. 3. Formation des memsqus
4. Formation de I'os

La transformation du tissu cartilagineux (modéldilzaineux de I'os) en tissu osseux
(rigidification) est générée par I'invasion dessggiaux sanguins dans le modele cartilagineux
de l'os. Ceux-ci vont générer le processus de mlisation (rigidification) du cartilage
(appelé ossification endochondrale) (figure 4).nhiméralisation progresse du centre vers la
périphérie du modéle cartilagineux. Elle ne parvigas jusqu’aux surfaces articulaires, elle
est arrétée au niveau de la zone d'équilibre émfpeession mécanique externe générée par le
mouvement articulaire, et la pression dans lesseaisx sanguins osseux. Cette zone marque
l'interface os — cartilage. Elle évolue au courdaleie en fonction des sollicitations externes
de [larticulation, par des phases de minéralisatetn de déminéralisation, appelées
"remodelage osseux", qui définissent I'épaisseucaitilage articulaire en contact. Les zones
soumises a des fortes pressions de contact préseme epaisseur de cartilage plus élevée
gue les zones moins chargeées.

Epiphyse

croissance

x
5
()
£
o
o}
=
A
]
3]
=
7]
)
'_

Epiphyse Diaphyse

Modéle
cartilagineux de Invasion des vaisseaux sanguins Ossification de la diaphyse Ossification de I'épiphyse
I'os long

Fig. 4. Formation des os et des cartilages articulaires
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Annexe 3
Etude in vivo du mécanisme articulaire du genou

Ce travail a été réalisé avec la collaboration ded@boratoire de Biomécanique et
Modélisation humaine (LBMH, université Lyon 1) et leservice d’Arthroscanner de
I'Hépital Lyon Sud .

L'objectif de ce travail est d’évaluir vivo les conditions tribologiques macroscopiques
(pressions de contact, vitesses relatives entrecdeBlages articulaires) subies par une
articulation du genou au cours de la marche. Dandotnaine, la bibliographie n‘apporte en
effet que des informations souvent incompléetemaiquant d'inter cohérence.

Pour obtenir ces conditions tribologiques, nousawentrepris une étude englobant :

» la détermination de la cinématique du contact $gis tangentielles relatives),
* la mesure de la géométrie du contact (dimensiomewbures, conformité des corps
en contact, aires de contact),
* la détermination de la dynamique du contact :
0 mesures quasi statiques de la déformée des casilagiculaires et de la
variation de l'aire de contact en fonction du cleangnt articulaire ;
o calculs des efforts musculaires et de la réactwrcahtact, estimation de la
pression,
'évaluation du réle musculaire dans l'optimisatiales conditions de contact
(diminution de la pression de contact par un dégtant relatif des o0s).

Par la suite, on présente brievement la stratégieette étude et les résultats retenus
dans le cadre de ce travail. Plus de détails somé&s dans le mémoire de master recherche
de Simon Le Floc’h [156]

1. Stratégie

Nous avons évalué lesonditions cinématiqueslocales lors de la marche d'une
personne saine : a partir de données issues deliegbaphie (Kapandji [157]), et d’'une base
de données sur la marche construite au sein du LBkl simulations ont été effectuées en
dynamique inverse [30] afin de calculer la « réactle contact ».

Par imagerie médicale (arthroscanner), nous aveaisi€ lesconditions géométriques
localesin vivo (courbure des corps en contact, aires de con@es) essais ont également
permis une analyse quasi-statique de la phaseu’dpgda marche, dans le but final d’évaluer
la répartition de pressionen contact.

Deux patients bénévoles ont participé a nos egsaisi-statiques en arthroscanner. Au
cours de ces essais, nous avons mesuré l'effoérient appliqué sur le pied de chaque
patient. Nous avons également pu enregistrer Videtélectrigue des muscles de I'un des deux
patients a I'aide d’un dispositif électromyograpligégqCes éléments ont permisaddculer les
efforts développés par les musclegrticulaires du genou, grace a une évaluationvio ges
bras de levier des muscles et a l'utilisation domdle de calcul développé au sein du LBMH
(Travail de these en cours d’Alice Bonnefoy).

116



La mesure du déplacement relatif des os a pernéisidier le role des muscles pour
I’ optimisation des conditions tribologiques de contdc

Une bréve description anatomique du genou est miseci-dessous, ainsi qu'un
résumé de résultats obtenus dans le cadre deved.tra

3. Anatomie du genou

L’articulation du genou est une diarthrose, c'edira une articulation mobile, qui
comporte (fig. 5) :

Deux segments osseux, présentant des surfaceslarés. Dans le cas du genou,
une des extrémités osseuses est représentée peonidgles fémoraux et l'autre
extrémité par le plateau tibial;

Deux cartilages articulaires recouvrant les sudagsseuses (cartilage fémoral et
cartilage tibial);

La capsule articulaire, fibreuse;

La membrane synoviale, qui tapisse intérieurenmgenapsule

Des ligaments, reliant les deux segments osseux (pogenou il y a 4 ligaments :
deux ligaments croisés et deux ligaments latéraux).

Des petites structures fibro-cartilagineuses, lésiggues, qui viennent s'insérer sur
les surfaces articulaires pour assurer une medlleconformité des surfaces.
L’articulation du genou présente deux meénisques (ihterne et l'autre externe)
attachés au plateau tibial par des petits ligaments

Une poche graisseuse et des bourses séreuses,dmietits coussins hydrauliques
constitués d’'une enveloppe membranaire contenadiquide similaire au liquide
synovial.

Enfin, les tendons des muscles qui s’insérent aimité d’'une articulation entourent
'ensemble de ces structures. Le r6le principal uhesscles est de mobiliser I'articulation,
mais ils ont aussi une importance pour maintentolesion de I'articulation (coaptation).

De nombreux travaux consacrés a l'anatomie pararneagnédicale ont permis de
définir avec exactitude la géométrie des extrémdsseuses en contact. Ainsi, les deux
condyles fémoraux forment des cycloides avec dgsnsamaximaux de 38mm pour le
condyle interne et 60mm pour le condyle exterrg @i).

condyle

condyle
interne

7
Axes asymeétriques des Rayons de courbure sur le condyle Rayons de courbure sur le condyle

condyles interne externe
Fig. 6. Géométrie des condyles fémoraux
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En ce qui concerne le plateau tibial, il présemexdcavités (glenes) correspondant aux
deux contacts avec les condyles fémoraux. Les d&nes ont des rayons d’environ 70mm.
Elles se distinguent par leur courbure, la glerterite étant concave et la gléene externe
convexe (fig. 7). Cela génere un contact conformér le condyle interne et un contact non
conforme pour le condyle externe.

épines tibiales

gléne externe gléne interne

péroné \\\\\\\ \\\\.F'

"

N —

Extrémité supérieure du tibia Gléne interne (concae) Gléne externe (convexe)
Fig. 7. Géométrie des glenes tibiales

condyle

condyle fémoral
femaoral interne

exteme

ligaments
croises

meénisque inferne

A menisque

Jy exteme

[ L —— e e - e p——— - R T ——

ligament latéral )
ligament lataral

externe
interne
axtenma plateau tibial X
05 - tibia
0s - pérong | 7
E-B os - tibia
Y Repere
anatomique
—B
ligament latéral - ligament latéral
exiains = interne
i
A-A -4 ménisque interne
::;::::L'm 4/ plateau tibial
plateau tibial /. et
Membrane synoviale o e e ligaments
croisés

Fig. 5. Représentation anatomique de I'articulation du genou
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4. Cinématique du genou

4.1. Modele de calcul des vitesses

Pour étudier la cinématique du genou, nous avoiliséut’hypothése classique de
rattachement ferme des ménisques au plateau tidiati, la cinématique simplifiée du
genou, consiste en la composition de deux mouvesyanite le condyle fémoral et la glene
tibiale :

* du roulement, influencé par les courbures des cempontact,

e du glissement correspondant a des translationvedaentre les deux extrémités

osseuses.

Un modeéle géométrique simple a été utilisé pourcesdyles. lls sont représentés
chacun par un arc de cercle. Le plateau tibiategsesenté par deux segments de droite (fig.
8). Ce modele, de type cylindre sur plan, permetqdantifier rapidement les vitesses
tangentielles entre les surfaces.

Arc de cercle du
condyle

=

Fig. 8. Modele géométrique de condyle pour le calcul des vitesses

Segment fixe du plateau tibial

Selon les conventions de signe utilisées (vitepssgives selon les X positifs), la vitesse
relative au point de contact de la surface dulegdid’'un condyle du fémur par rapport a la
surface du cartilage du tibia est donnée en prdeaitiia comme solide fixe de référence. La
vitesse relative tangentielle au point de contactéinur par rapport au tibia est la somme de
la vitesse du fémur en ce point avec la vitesspailit géométrique de contact :

Vismurivia (1) =V, +@.R
R est le rayon du condyle considére,

V, la vitesse du point de contact I,
a la vitesse angulaire.

Les valeurs de rayons de courbure retenues comdspba 10° de flexion du genou, et
sont issues de I'ouvrage de référence de Kapah8j]{ 55 mm pour le condyle externe et
35mm pour le condyle interne.

Le déplacement des points de contact en fonctidiadgle de flexion, est donné par Li
et al. [158] pour le cas des genoux sains en flexiassive. La bibliographie démontre,
malgré tout, que les déplacements des condylesnsodifiés suivant que le pied est chargé
ou hon.

Deux vitesses tangentielles sont calculées aux eeuoints de contact ». Enfin, une
idée de la réaction du contact articulaire du geestudonnée par les calculs de dynamique
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inverse. Cet effort n'est qu'une estimation quélia de l'effort de contact, permettant
d’avoir une idée des conditions interactionnelledree la cinématique et la pression de
contact.

4.2. Résultats :
Les résultats des essais sur la cinématique duwgsord présentés dans la figure 9.

Les vitesses relatives de roulement entre les a@sfau niveau du contact du condyle
interne varient cycliqguement de 0 mm/se20® mm/sau cours d’une marche effectuéd a
km/h. Pendant la phase d’appui, la vitesse relativenghadeux fois de signe et sa valeur
maximale dans cette phase est de 80 mm / s pa@ankact interne et de 130 mm / s pour le
contact externe. Pendant la phase d’oscillatioibléfa pressions de contact), les vitesses
relatives sont plus importantes (interne : 200 mm; /externe : 300 mm / s) et changent
également deux fois du signe.

Les vitesses dglissement du contact vers l'arriére du plateau bial (25 mm / s au
maximum) ne compensent pas les vitesses relathdistés par la rotation du fémur par
rapport au tibia car les rayons de courbure deslydes sont assez importants. Le condyle

externe, dont la surface de contact se déplacevglssl'arriere que le condyle interne, a un
rayon de courbure supérieur, ce qui augmente éssat relative tangentielle entre les surfaces

en contact & 300 mm/s au maximum.
60 cm/s

B 1|
Phase d’appui
-70°

Fig. 9. Résultats des essais sur la cinématique du genou
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Ces résultats sontres sensibles aux rayons des condylegtenus. Par contre,
'amplitude de la translation des points de contest 'arriere du plateau tibial (de 0° a 60°
de flexion), n’influence pas significativement lalaul. Cette translation a une valeur

maximale de 10 mm.
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5. Dynamique du genou

5.1. Modéle de calcul des déformées des cartiladieslaires (fémur et tibia)

bY

La stratégie consiste a évaluer la déformée in \uocartilage des deux condyles
fémoraux en faisant une différence entre les épaissie cartilage mesurées avant et aprées la
compression de l'articulation.

Pour obtenir les épaisseurs de cartilage in viugsravons utilisé le scanner (rayons X)
du CHU de Lyon Sud. La technique de scanner wtilest nommée arthro scanner » Elle
comporte I'injection intra articulaire d’'un produitbase d’iode qui permet de faire ressortir
sur des images radiologiques les parties cartiéagies de I'articulation. Le volume scanné
par les rayons X est de 15 x 23 x 20°a@hil permet d’avoir 44 + 77 + 66 coupes de genou
dans les trois plans du repére anatomique.

Un montage a été réalisé pour comprimer le memifégie¢ur du sujet lors de la prise
d’'images par irradiation X.

Cartilage
Os - fémur femur

LY L]
\EFM Limite os-

— ‘ cartllage
Os - tibia

Cartilage tibia

Fig. 10. Reconstitution du volume de cartilage en ArthroScanner
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Le traitement des deux lots d’'images
(chargé / non-chargé) a consisté tout d’abord
en une reconstitution des volumes du
cartilage du fémur. Cette reconstruction a *.
été réalisée en utilisant le logiciel AutoCAD
(fig. 11), et a permis de repérer les zones de
contact et mesurer les aires de contact

extérieurement chargé ou non. Un recalage L)//
spatial, a été nécessaire pour superposer le
volume du cartilage comprimeé sur le volume

du cartilage non comprimé, en faisant
coincider des points de repére définis sur

l'os.

Fig. 11. Volume du cartilage comprimé,
AutoCAD

Unecarte de la déformée du cartilage du fémua été ainsi réalisée.

Le calcul de I'effort de contact a été fait en adaple modele de dynamique inverse a
notre étude. Ainsi, dans le cadre de notre étedeatcélérations sont nulles (quasi statique),
et le torseur au niveau du pied se limite & uneefa deux composantes (F impact). Un
capteur force permet de mesurer les deux compasdateette force sur le pied (suivant X et
Y). Le probleme est donc plan, et ne permet quedevement de flexion — extension au
niveau du genou. Les quatre groupes de muscles ameulaires du genou les plus
importants pour la flexion — extension sont incllzs le modeéle : le quadriceps, le biceps
femoris, le semitendinosus et le gastrocnemiusbkas de leviers articulaires sont mesurés in
vivo grace aux images d’arthroscanner. Ces dons@#sintroduites dans le modele de calcul
en dynamique inverse qui évalue les efforts mugeslaléveloppés par le membre inférieur.
(fig. 12)

F quadriceps

==

F impac
Fémur F biceps

F semitendinosus Piec

F gastrocnemius

OXY : Repére utilisé pour le calcul du moment
Mi : Moment inter articulaire des forces intérieure s appliquées au « tibia + pied »
F : Efforts mécaniques (en rouge - des muscles)
P : Poids du segment “tibia + pied” au centre de gr avité du systéme « tibia + pied »
Rc : Réaction de contact fémur - tibia (I'inconnue dans le modéle)

Fig. 12. Modéle de dynamique inverse pour calculer les effo  rts musculaires et la réaction de
contact
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Pour le calcul en dynamique inverse, deux critprgsiologiques ont été retenus : on
minimise la réaction de contact, ainsi que la nogum&dratique des contraintes des muscles.

Pour vérifier de maniére expérimentale si les nassdont contractés ou non, un
dispositif électromyographique a été utilisé. Pantre, ce dispositif permet seulement
d’évaluer de maniere qualitative la contracture culgsre.

Deux patients ont participé a notre étude :

* Une patiente de 29 ans, pesant 60 kg. Elle n’a ggusiénisquesur le genou droit,
duquel est effectué le scanner. Le fait qu’ellatrpdus de ménisques augmente les
déformations. L'effort de compression a été de ROMNous avons réalisé une carte
de déformées du cartilage du fémur, une analyseed'ale contact fémur - tibia
(avant et aprés compression).

* Un patient de 36 ans qui pese 62 kg. Il a une mésioniveau des meénisques sur le
genou gauche ou est effectué le scanner, en rewateh ménisques sont en tres
grande partie saind 'effort de compression a été de 310 N. Pouecétiide, nous
avons effectué un calcul d’effort de contact ennpré en compte ['action
musculaire.

5.2. Résultats

Les efforts extérieurs au niveau du pied qui oétaéinsidérés dans ce travail, avec des
vitesses nulles entre les surfaces articulairesm etngle presque nul entre le fémur et le tibia
correspondent a la fin de la phase d’appui de lehea(points rouges de la figure 9).

Dans ces conditions, la pression moyenne au nidelaaontact articulaire du genou
avec ménisques, a été évaluée enfeel® MPa. On a constaté que cette pression est
augmentée de 50% s'il n'y a pas de ménisques.

De plus, cette étude nous a permis de montretdénce des muscles sur les conditions
de contact articulaire, cela est schématisé dainguee 10. Ainsi :

* Le role principal des muscles au niveau d'une alditon est de générer des couples
internes permettant d’assurer le mouvement etéqullibre. Il a été montré que les
efforts externes (poids propre de 40 N et efforBd@ N au bout du pied) appliqués
au membre inférieur tendent a réduire la flexiomagau du genou. Dans ce cas, les
fléchisseurs développent un effort de I'ordre d8QLRI pour compenser les efforts
externes. Grace a un enregistrement des effortscutaies au cours de la
compression de la jambe (électromyogramme), i€acénclu que le quadriceps est
également actif. L’activité musculaire du quadreepest cependant pas nécessaire
en terme de couple. Cette activité, qu’il nousiegiossible de quantifier grace au
code de calcul utilisé pour évaluer I'activité muisire des autres muscles, doit
probablement permettre de « stabiliser » I'artitala Ainsi, la valeur de 200 N
indiquée figure 13 (en opposition a 0 N), pourtiae du quadriceps est totalement
arbitraire. Plus I'effort du quadriceps est impattalus I'effort des fléchisseurs doit
étre important pour compenser le couple interneld@pé par le quadriceps. Ainsi,
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si un effort de 200 N est considéré au niveau caddceps, I'effort développé par
I'ensemble des muscles fléchisseurs est de 1500 N.

Un rble secondaire des muscles est de modifiepds#tions relatives du tibia par
rapport au fémur, ce qui provoque une tension glanient croisé postérieur et une

compression de la partie antérieure des ménisgdesmouvement modifie la
répartition de pression et donc les conditionsahtanct.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommedsptians les conditions de
fonctionnement défavorables pour la lubrificatiorrticalaire par effets de type
hydrodynamique, qui correspondent a la phase seén&e 15% et 45% du cycle de marche
(rectangle jaune de la figure 9). Dans cette phaseyeut considérer que les pressions de
contact atteignent entre 216t 16 MPa, avec des vitesses relatives variant de 6ra/s.

ARRIER

AVANT

Fléchisseurs 1200 N1500

Amplitude maximum
de la déformée du

cartilage, 0,9 mm
V relative

Le ménisqu : une

P moyenne 0.3 MPal.5 MPa
& Ouadriceps 0 N200

Poids propre 40 N Max 5

R/ pied: 310 N
""""" Comprimé

Non comprimé

Fig. 13. Schéma d’ensemble du réle du mécanisme ldarconditions du contact articulaire
du genou Avec ménisquessans ménisque)
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Annexe 4

Propriétés du cartilage articulaire

1. Propriétés mécaniques du cartilage
1.1. Résistance en traction

Les essais de traction, présentés dans la bibpb@amontrent que la résistance en
traction du cartilage articulaire est liée a laserice des fibres de collagene (fig. 14). Ainsi,
les courbes effort / déformation (fig. 15) présanten pied initial correspondant a la
réorientation des fibres de collagéne selon I'axérdction, ensuite les fibres se déforment en

régime élastique linéaire jusqu’a la rupture [82].

Young's Modulus = G/g
v‘
-— =3
o Failure
€

—

Linear
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Toe Region
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'._. & .—'h
Ll '-h:__ b
TENSILE STRESS, G (F/A)

—

STRAIN, € (AL/Lg)
Fig. 14. Comportement en traction de la Fig. 15. Relation entre la contrainte et la déformation au
matrice cartilagineuse. cours de la traction uni axiale.

La structure fibrillaire du cartilage varie en ftino de la profondeur de préléevement de
I'échantillon. En conséquence, sa résistance etiamadiminue avec la profondeur de la
couche cartilagineuse testée. Partant de cesatssyitusieurs auteurs considérent le cartilage
articulaire comme un matériau multicouches élastigtyant un module d’Young variant de 5
MPa (pour les couches situées en profondeur) a8 (dour les couches situées en surface).

1.2. Résistance en cisaillement

Des expériences de torsion harmonique faites ssr merceaux cylindriques de
cartilage articulaire montrent un comportement aédastique. Elles donnent, en fonction de
la profondeur de la couche testée, un module @glleiment global entre 0.3 et 3 MPa et un
angle de déphasage entre la composante élastitpiearhposante visqueuse de 9° a 20°.

Ces expérimentations ont mis en évidence que, Uerdg cartilage est déformé en
cisaillement, il 'y a pas d'exsudation de la phthgiele (Fig. 16). La comparaison de ce
résultat avec les propriétés d’'une solution dedgugliycanes en concentration équivalente a
celle connue dans la matrice extracellulaire démeomiie les protéoglycanes ne jouent pas un
réle central dans la résistance du cartilage aille@ment.
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Fig. 16. Déformation de la matrice extracellulaire
en cisaillement. Le volume étant constant, la phase fluide
n'est pas déplacée

1.3. Résistance en compression

La bibliographie relate cing types d’essais de c@sgion ex-vivo sur le cartilage (fig
17):

» compression confinée : le cartilage ne se déforaseliprement, il est confiné dans
un volume qui laisse uniquement filtrer la phased# par l'intermédiaire d’'une
plaque poreuse (fig 17a)

» compression non confinée : le cartilage peut serdeér librement, et la phase fluide
peut s'exsuder librement du volume du cartilage X7ib)

» compression hydrostatique : le cartilage articaelast immergé dans un fluide par
I'intermédiaire duquel est appliquée une pressimrdstatique (fig 17¢)

e compression chimique — osmotique : le cartilageimshergé dans une solution
macromoléculaire trés concentrée (souvent PEG)g§onere une compression par
effet osmotique (fig 17d)

e compression par indentation : la charge est apfdicquun petit secteur du cartilage
par Iinterméde d’'un milieu poreux. L'avantage detgpe de compression est qu'il
n'est pas nécessaire de séparer le cartilagesdé€fikp 17e).

: PE%&@ l

[ ] i

(a) (b) (c)

4

confiné non confiné hydrostatique osmotique inckeoTia

Fig. 17. Différent types d’essais de compression pour le cartilage articulaire
La méthode expérimentale la plus utilisée, et quistitue la référence, est la méthode
de compression confinée. Un échantillon de casilegindrique est soutenu par une plaque
poreuse dans une chambre remplie de fluide (fijy. UB différentiel de pression est appliqué
entre les extrémités de I'échantillon.
La bibliographie présente deux fagons de condé@tessai :
 En mode fluage une charge constante est appliquée au cartilagelap plaque
poreuse, et la variation d’épaisseur du tissu estunée en fonction du temps.
* En mode relaxationune déformation est imposée au tissu, I'effotasgaire pour
maintenir cette déformation est mesuré.
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Fig. 18 Représentation schématique d'un
dispositif de compression confinée mesurant
la perméabilité du cartilage.

Ces expérimentations ont permis de mettre en és@eieux phases cartilagineuses,
l'une solide et l'autre fluide, qui conférent autit@ge articulaire un comportement en
compression, similaire a celui d'un milieu poreua. structure poreuse permet a la phase
fluide de traverser le cartilage, avec une vitggsportionnelle au gradient de pression (la
constante de proportionnalité étant la perméalalitéartilage).

La figure 19 montre les résultats d’'un essai de gression, en mode fluage. On
remarque quéa déforméeadu cartilage est fonction du temps, car le fluidepeut s'échapper
instantanément de la matrice. Au début de I'elesdgformation est rapide et linéaire, avec un
débit de fuite relativement grand du fluide horscdttilage. Puis le débit de fluide diminue, et
la déformée atteint une valeur d’équilibre, pogulalle le flux externe est nub)t
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Fig. 19. Comportement
compressif du cartilage au cours
d’une expérience de fluage.

A : phase de compression linéaire
dans le temps

B : début de la phase de déformation
constante

C, DetE: phase de relaxation



La contraintedans le cartilage articulaire soumis au fluagesgmé deux phases :

* une phase de compressimu la contrainte augmente jusqu'a son maximum
correspondant au moment ou la déformée devientaates(point B),

* puis une phase de relaxation la contrainte diminue de maniére asymptoticers v
une valeur d’équilibre, non nulle.

La phase de compression coincide avec l'exsudationfluide a la surface de
'échantillon, alors que la relaxation correspondude redistribution du fluide dans la
profondeur de I'échantillon. La valeur élevée dectmtrainte au début de la phase de
relaxation (le point B de la fig 19) est expliquésr I'accumulation de contraintes dans la
phase fluide qui n’a pas eu du temps d’exsuder.

Si le tissu est immergé dans un bain de fluide iplygique (0.9% NacCl), on observe
un retour & déformation nulle lorsqu’on supprimedatrainte compressive, ce qui n'est pas le
cas lorsque I'échantillon n'est pas hydratée.

Ces essais permettent de déterminer deux propgéibales du cartilage articulaire: la
perméabilité et le module de compression.

La perméabilité représente la résistance rencontrée par le flpolé traverser la

0= KAAP
matrice de cartilage. Elle peut étre calculé pawilde Darcy: h ou:

Q est le débit volumétrique de fluide
k est la perméabilité

A est I'aire d’échantillon du cartilage
AP est I'écart de pression

h est I'épaisseur du cartilage

Typiquement, pour une différence de pression dePa ppliquée a travers une tranche
de cartilage de 1 mm d'épaisseur la perméabilitéathiiage est dans la gamme dé*1a 10
1> m%N.s. La perméabilité varie en fonction de la prafeur du cartilage articulaire oul a été
prélevé I'échantillon. Elle est plus grande predadsurface articulaire,et plus petite dans la
zone profonde [1,34,52]. La perméabilité diminue@aVaugmentation de la différence de
pression appliqguée d’'un coté et d’autre de I'édHantdu cartilage testé. (Fig. 20).

1.6

>

increasing AP
Fig. 20. Variation de la perméabilité du

cartilage en fonction de la profondeur du
prélevement du cartilage articulaire et de la

0.8;
différence de pression appliquée.

permeability x 101> (m*/(Ns))

0 10 20 30 40
strain (percent)

128



Le module d’élasticité en compressi@st obtenu en divisant la contrainte a I'équilibre
par la déformation a I'équilibre (point E sur Iguiie 19).Le module ainsi calculé présente des
valeurs comprises entre 0,5 et 0,9 MPa [1].

1.4. Résistance a la fissuration

Des essais expérimentaux ont étudié la fissurgirmauite sur la surface articulaire
cartilagineuse par la chute de billes de troidemilifférentes : 2, 4, et 8 mm de diametre
[159], et montré que la formation de fissures pduédre corrélée a la contrainte de
cisaillement.

D’autres essais étudient plutét la fissuratiorindeliface cartilage/os. En effet, sous les
charges normales d’'impact, le cartilage montreéplatement latéral relativement grand di a
son coefficient de Poisson élevé. Cette expanssbrredenue par I'os sousjacent, beaucoup
plus raide, causant un effort de cisaillement éieVénterface os/cartilage. (fig.21). Dans ces
conditions, les fissures se développent a la feoattartilage/os.

Compressive force
Cancellous bone

Subichondral bone

Lateral expansion =

of uriilags Fig. 21. Développement d’un effort de

cisaillement élevé a la frontiere cartilage/os

Subchondral bone

restricts lataral

Expansion i
P Compressive force

2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques du cartilage diéats a la présence d'assemblages
glucidiques (assemblages PG), qui, en environneragoeux sont poly-anioniques : les
macromolécules PG sont chargées négativement pagréeipes ioniques carboxyliques et
sulfates.

La présence de ces groupes négatifs génére dess fdecrépulsion entre les chaines
moléculaires des PG. Les chaines moléculaires &gartent alors, créant des porosités de
'ordre de quelgues nanometres de diametre (fig),22 attirant a l'intérieur du cartilage les
ions positifs comme le calcium et le sodium (effemotique). Les fibres rigides du réseau de
collagéne jouent alors un réle limitant I'extensiaturelle des protéoglycanes.

Sous l'effet d'un chargement mécanique, les pakegiermettent la circulation d’eau et
d'ions a l'intérieur et a I'extérieur du cartilagdiculaire. L'effet physico-chimique actionné
par des forces électrostatiques s'oppose a la diimin de diametre des pores due a la
déformation mécanique (fig 22b), et tend a raméprau et les ions positifs a l'intérieur du
cartilage apres le déchargement (fig 22c).
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Fig. 22. Couplage entre I'effet mécanique et physico-chimique des assemblages de PG

Cet effet physico-chimique est indispensable adadu cartilage ; il assure le transport
des nutriments dissous dans l'eau. Il est caraéépar deux parameétres: la pression

osmotique 1)) et le potentiel électrocinétiquey)

2.1. Pression osmotique

La pression osmotique est définie comme la difféeede pression s'exercant sur les
deux faces d'une membrane perméable ou semi-peleriéebdes phénomeénes d'osnfose

Dans le cas d'un milieu poreux comme le cartilagewdaire (fig 23), la pression
osmotique est donnée par la loi de van't Hoff = k.n.c.T.R ou:

k est la perméabilité du cartilage,
n le nombre des particules dissociables par maédulsoluté,

c est la concentration molaire
T est la température absolue et R la constantazienglaire (0.0821 J/mmol.K)

La valeur de la pression osmotique ainsi calcusée@mprise entre 0.1 et 0.2 MPa.

Joint loading

N

Articular surface

M

Bone

Fig. 23. Pression osmotique du cartilage
[52]

§\\\“
uill

8 . . . e R . . .
Osmose- terme issu du grec 6smos : action de pousseEidse est la diffusion d'un solvant & traversmembrane semi-perméable qui
sépare 2 solutions de concentrations différentest Cosmose qui crée progressivement I'égalitéaieentration des deux cotés de la

membrane semi-perméable.
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2.2. Potentiel électrocinétique

L’origine du potentiel électrocinétique se situd’é&helle moléculaire. Les charges
électronégatives des chaines PG créent une diffiérde potentiel électrique entre la phase
fluide du cartilage, qui est neutre, et la phadels@ui est tres électronégative (fig 24). Cette
différence de potentiel génére une migration des jositifs (N4 Ca") de la phase fluide
vers la chaine PG. L'épaisseur de cette accumulatimns positifs a coté des chaines
macromoléculaires est de l'ordre de quelques langute Debye, la longueur de Debg)(

pouvant étre calculée a l'aide de formule :

* g etg sont respectivement la permittivité du vide ep&mittivité relative de la phase
liquide du cartilage

« z et pi(0) sont respectivement la valence des ions i' (K& "...) et leur concentration
dans le volume de la phase liquide, loin de lareh&G.

Pour le cartilage articulaire, cette épaisseurggmesentative du diameétre des pores, qui
est de quelques nanomeétres.

Fluid flux
- o
- ! | (2] @ h Cartilage explant
- O@ @ % S0 3o
-@
-l® o _
g /Z’@ ® I i
(% : @i @ Porous platen
S =P Phase liquide LA
- @ du cartilage Y v ¥
- @ i 0.04
potentiel
Yo 003~
N :
Ys %’ 0.02
g 7
0.01
distance . ' L
0.00 0.1 0.2 0.3

Fig. 24. Potentiel électrocinétique a

I’échelle moléculaire

¢y tmEq/mb)

(1]

Fig. 25. Potentiel électrocinétique a I'échelle macroscopique

A I'échelle macroscopique (fig. 25) le potentiet@rocinétique moléculaire génére une

différence de potentiel électrique entre les dewe$ d’'un morceau de cartilage soumis a une
différence de pression. En effet la différence desgion génere une migration de la phase
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fluide qui entraine un flux de charges électrigpegurbant I'équilibre du potentiel a I'échelle
moléculaire. Ainsi la bibliographie montre une ditfnce de potentiel d’environ 0,03V pour
une différence de pression de 0.05 MPa.

Les phénomenes physico-chimiques rendent le agetidaticulaire peu perméable. Des
expérimentations ont montré une perméabilité aul@a 10° m*N.s a 10” m*/N.s pour une
pression mécanique de 2 MPa [1], par rapport & 2010 m*¥N.s pour un matériau de
méme porosité et élasticité comme le cartilage mpaiisie présente pas d’effet chimiques.

3. Propriétés biologiques du cartilage
3.1. Mécanisme de compensation de l'usure

Au cours de la vie, le cartilage articulaire sagrdode I'épaisseur mais il garde sa
structure fibrillaire. Cela est possible grace a swétabolisme trés actif qui reconstruit la

structure fibrillaire endommagée.

Dans la figure 26 est schématisé le métabolismdiloles de collagene.

. TR
Endommagement Catabolisme  »=! ,

Elimination partisulss ffisure Surface frottante du cartilage articulaire l
A

o~_ = =
~-

-

-~ T~~~

~.S-~o .

Tissu osseux

Fig. 26. Métabolisme des fibres de collagene

healthy cartilage grade 3

La figure 26 montre que
'endommagement de la surface du cartilage
articulaire détruit l'intégrité de l'arceau
collagénique qui se trouve sur cette surface.
Si cette destruction n’est pas stoppée (ca<
du cartilage arthrosique), )
endommagement se propage rapldemem :
dans la profondeur du cartilage (fig. 27). /
Mais, dans le cartilage sain, les cellules A,-ﬁ;!.\"_m
cartilagineuses synthétisent des nouvelle _
fibrilles de collagéne (fig 26b) qui sont 1m ‘
dmg?es _par des effe,ts. physico Chlml,que? Fig. 27. Destruction de l'intégrité des arceaux
de diffusion vers la région endommagee ou collagéniques dans le cas d’une articulation
elles vont reconstruire la structure d’arceau arthrosique
fibrillaire du collagéne périmé (fig. 26c¢).
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3.2. Mécanisme de remodelage osseux

La pression mécanique transmise par les mouvenatitslaires dans la zone de
contact os -cartilage regle les processus du relagel®@sseux, qui modifie les propriétés du
cartilage articulaire. Ce processus est caract@asain équilibre entre la formation du tissu
osseux (ostéogenese = ossification du cartilagk) @estruction du tissu osseux (ostéolyse).
Ce processus est actif toute la vie mais son dppelbent commence dans la période
embryonnaire quand le tissu cartilagineux (le medBbs embryonnaire) est transformé en
tissu osseux. Cette transformation est liée a daan des capillaires sanguins dans le tissu
cartilagineux (processus d'ossification). L'osaificn est stoppée au niveau articulaire dans la
zone d'équilibre entre la pression mécanique duenauvements articulaires, et la pression
de perfusion des capillaires sanguins. Cette z@wilibre des pressions marque la zone de
contact entre l'os et le cartilage articulairedetient la zone de remodelage osseux. Elle est
spécifique pour chaque individu et évolue au caleda vie en fonction de l'intensité de
I'effort mécanique transmis dans l'articulationn@ition physique de chaque individu). Ainsi,
le manque de mouvement diminue I'épaisseur dulagetiarticulaire en favorisant le
processus d'ostéogenese qui augmente la raidezartilage articulaire et le transforme petit
a petit en tissu osseux. Par contre les effortsiphgs soutenus augmentent I'épaisseur du
cartilage en stimulant la synthése des PG et emdant la raideur du cartilage articulaire.
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Annexe 5

Propriétés des interfaces lipidiques

Les propriétés des interfaces lipidiques peuvert €éparées en deux catégories: les
propriétés intrinséques d’'une bicouche phosphatipiel et les propriétés d’interaction entre
deux bicouches.

1. Propriétés intrinséques d’une bicouche phospholi pidique
1.1. Cinétique lipidique a l'intérieur d’'une bicouche

Les lipides tournent autour de leur axe, perpendi@ment au plan de la membrane
(fig 30A). Les chaines hydrocarbonées sont flesileteanimées d’'un mouvement de balancier
plus ou moins prononcé; ces mouvements conférkEntriembrane une certaine fluidité et un
mouvement deliffusion latérale (fig 30B); cette diffusion est relativement lerfkornberg,
McConnell, 1971a ; Devaux, McConnell, 1972 ; Gaésyrisch, 2003).

Les lipides sont aussi capables de passer d’'unecenanhe a l'autre. Il s’agit d’une
diffusion transversale également appelée “flip-flop” (fig 30). Un lipiddiffuse d'une
monocouche a l'autre ; la diffusion transversakendipide implique le passage de sa partie
polaire a travers la membrane d’une interface @tréa(Kornberg, McConnell, 1971b ; Kirby,
Green, 1977 ; Middelkoopt al, 1986). Le “flip-flop” est un processus peu fréqueon
estime qu’il faut plusieurs jours pour qu’'un flilpd se produise (Rothman, Dawidowicz,
1975). Cette diffusion peut étre facilitée par gestéines membranaires intégrales, la partie
polaire du lipide évitant le contact avec la pantyerophobe de la membrane (Barsukotwal.,
1982).

R SR YT
\J W DA
Fig. 30. Cinétique des lipides a I'intérieur d’une  bicouche []

1.2. Transition de phase

Certains phospholipides tels le DPPC peuvent exéstérois phases différentes dans
les membranes (fig. 31) :

» phase fluide ou liquide expansé&]l= les molécules lipidiques ne subissent aucune
contrainte, elles sont libres d’occuper la surfacaximale possible, les chaines
hydrophobes sont bien écartées, la bicouche estdadie pour les molécules d’eau
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» phase de gel ou liquide comprimé& §R- les lipides sont plus serrés entre eux, les
queues lipidiques sont moins écartées, ils peuvedanmoins se décaler
verticalement les uns par rapport aux autres, \wier une organisation selon cette
direction (phase « ripple », fig. 31)

» phase de gel ou de cristal liquideg{L- les lipides sont trés serrés, les queues
lipidiques sont paralléles entre elles, inclinéeson.

Fig. 31. Transition de phase d’'une couche
lipidique

La transition entre ces trois phases est facile p&lut étre induite par effet :

» thermique — l'augmentation de la température faeold phase fluide. Les bicouches
de phospholipides biologiques (famille du DPPC)iss#mt une transition de phase
autour d’une température qui varie entre 35 €45

» chimique — 'augmentation de la différence de pms®smotique d’'un cbté et de
I'autre de la couche lipidique favorise la phadstalline. Cette transition augmente
la perméabilité de molécules d’eau au travers dbidauche lipidique. Ceci est
utilisé dans la fabrication des liposomes pharmé@gpees (bicouches lipidiques
sphériques remplies des substances actives). An$es liposomes sont plongés
dans des solutions avec une pression osmotiquefatbde (milieux inflammatoires),
la bicouche lipidique qui forme le liposome se tgndqu’a dépasser sa limite
d'élasticité et elle est rompue par choc osmotigiresi le liposome peut libérer les
substances actives.

* mécanique — I'application d’'une pression latéralela couche lipidique favorise la
phase cristalline. La figure 32 présente une couldeompression latérale d’'une
monocouche lipidique a la surface de I'eau. Cetterlme montre le passage par
différentes phases :

» des plateaux — qui correspondent aux transitiorghdse du premier ordre
(liquide expansé — liquide condensg)

» des changements de pente — dans le cas des tasslié phase du second ordre
(liquide condensé- solide).

Solide

Liquide condenseé

Transition liquide expansé-liquide condense Fig. 32. Isotherme standard

d’une monocouche

Liquide expansé d’amphiphiles

Pression de surface m (mN/m)

Transition gaz-liquide expanse

-~
Aire moléculaire ¢ (nm? /molécule)
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2. Propriétés d’interaction entre deux bicouches

Les forces électrostatiques entre deux bicouches

La surface d’'une bicouche peut étre chargée suiterdsation de la téte hydrophile
des molécules amphiphiles qui la composent, o suitadsorption d’'ions provenant de la
solution. Si I'on rapproche 'une de l'autre deugdauches chargées, il apparait entre elles une
répulsion de nature électrostatique dont la pod@&gend de la concentration des ions en
solution.

1@ @ @ @@ O
- @ © @
= @ @ Q @ @ - . L, , .
17 @ @ - Fig. 33. I:?eux surfaces chargees pegatlvement
@ © © Yol plongées dans une solution d’électrolyte.
1@ @ o) @ |-
@ @
1@ ® 0o © 9 of
e ® e O @ o
D:/Z é +]:D/2 X=

En utilisant les lois physiques qui caractéris&mtdrgie €lectrostatique dépendant de la
présence de la couche de contre-ions, et de l'enemropique répulsive qui s’oppose a
'approche des deux surface chargées, une formuwler galculer I'énergie globale
d’interaction entre les deux surfaces a été prapfséaelachvili, 1992) :

27\,[) (52

EDC (D)= £oE, exp(i][))j

AN

ou

* o estla densité de charge des surfaces
+ la longueur de Debyk, caractérise I'épaisseur de la couche de contre-ipm se
développe au voisinage des surfaces chargéepeeitétre calculée :

7\‘ — 8081‘ kBT
P S 22epi(oo)
i

* g, ete sont respectivement la permittivit¢ du vide epeamittivité relative de la
solution d’électrolyte

* Z etp() sont respectivement la valence des ions i et demcentration loin des
surfaces (en volume).

Les forces de van der Waals

Deux bicouches phospholipidiques interagissenteagant par I'intermédiaire d’'une
force attractive de Van der Waals. Cette force,apparait quelque soit I'état de charge des
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bicouches, a pour origine des interactions de tiypelaire. Il existe trois types d’interactions
dipolaires :

* linteraction de type diplle instantané — dipOlestantané appelée interaction de
dispersion ou interaction de London.

» linteraction qui apparait des que l'une des deuslétules est polaire, est une
interaction type dip6le permanent — dipdle induikelle est appelée interaction
d’induction ou interaction de Debye.

 linteraction qui est présente si les deux molésdent polaires, est une interaction
type dipble permanent — dipOle permanent ; elleappelée interaction d’orientation
ou interaction de Keesom.

Pour toutes ces interactions, la dépendance derfj@nd’interaction par rapport a la
distance r entre les molécules est la méme (&) tkest pourquoi elles sont regroupées sous
le terme d’interaction de Van der Waals. L’interact de Van der Waals entre deux
molécules 1 et 2 séparées d’'une distance r peutsiéarire:

—4a
evpw(r)=5

L’interaction de Van der Waals a I'échelle macrgsqae entre deux surfaces solides
peut-étre déduite des interactions de Van der Wadle les molécules qui les composent. En
premiere approximation, on peut supposer qu'ell@st @dditives, et sommer toutes les
interactions existant entre les molécules de lanjne surface et les molécules de la
deuxieme surface. Le résultat dépend des géométessdeux surfaces considérées. Pour
deux corps de densité moléculajrget p, séparés d’'une distance D et dont les molécules

interagissent selon, g, (1) = a/f, on obtient dans le cas de linteraction entrexdglans
macroscopiques (Hamaker, 1937) :

Evow (D)=,

Ou : A est la constante de Hamaker associée arédation entre les deux interfaces
Y S .
considéréesA=7"apip2

Les forces de nature stérigue

Les bicouches d’amphiphiles sont des objets mousseuwéforment sous l'effet de
I'agitation thermique. Lorsque deux bicouches gprachent 'une de l'autre, les oscillations
qui en découlent génerent inévitablement des cledbces bicouches se repoussent. Ces
répulsions de nature entropique se présententdifiéeentes formes, correspondant chacune
a un mode d'oscillation particulier de la bicoucl@n distingue trois types d’interactions
stériques (fig. 35)Israelachvili, 1992) :

* Interactions d’ondulation d’Helfrich — ce sont dasdulations de grande amplitude
correspondant a un mouvement d’ensemble de lasteumacroscopique

 Interactions péristaltiques dues aux fluctuatiogpaisseur,

» Interactions de protrusion caractérisant le mouventes molécules amphiphiles
dans l'intérieur de la bicouche
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Interaction d’ondulation d’Helfrich Interaction péristaltique Interaction de protrusion
Fig. 35. Interactions de nature stérique entre les bicouches lipidiques.

Des répulsions peuvent également apparaitre lodgsi®bjets de type polymere sont
adsorbés a la surface des bicouches.

Théorie DLVO

La bibliographie [Engel, Mueller, 1996 ou 97 BigshJ ] montre que le profil
d’interaction entre deux bicouches lipidiques pleg dans une solution agueuse peut étre
obtenu en se limitant aux effets de répulsion ébstatique et d’attraction de Van der Waals.

La théorie dite DLVO - d'aprés le nom des cherchequi ont participé a son
élaboration, Derjaguin et Landau (Derjaguin, 19449rwey et Overbeek (Verwey, 1948) -
détermine l'importance relative des ces deux effees profil de I'énergie d’interaction
(fig.36.) entre les deux bicouches dépend de laniig entre ces bicouches. Ainsi :

» aux longues distances c’est la répulsion électiigsia qui domine,
* aux courtes distances, la répulsion électrostatieqe vers une valeur finie et c’est
I'attraction de Van der Waals qui détermine le pradé force.

Les seuils sont fonction de la polarité de la f@i&ique et de la concentration en
électrolytes des solutions d’'immersion des deuourtbes. Ainsi, différents cas peuvent se
présenter, en fonction de la concentration de dtéiéyte et de la densité de charge des
surfaces :

* Quand les surfaces sont trés chargées et plongéssuth électrolyte tres dilué, la
répulsion électrostatique est tres forte et donénerofil de force. Elle atteint un
maximum (barriére électrostatique d’énergie) aextaurs de 1 a 4 nm ; dans ce cas,
les deux surfaces se repoussent fortement.

» Si I'électrolyte est plus concentre, les surfacesvent adhérer tres faiblement I'une
a l'autre, d'une facon réversible ; on dit alorsetjes se trouvent dans un minimum
secondaire d’énergie.

* A densité de charge de surfaces plus faible, laidvard’énergie imposée par la
répulsion électrostatique est moins difficile anfriair; les surfaces restent dans le
minimum secondaire d’énergie ou bien passent dansdimum primaire d’énergie
et adherent fortement l'une a l'autre.

» Lorsque les surfaces ne sont quasiment pas chailggaction de Van der Waals
domine le profil de force ; dans ce cas, les deufases s’attirent fortement.
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Annexe 6

Revue bibliographique des parametres rhéologiques d u fluide
synovial

Une synthése des données bibliographiques sumeaement rhéologique de la
synovie est présentée dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1. Données bibliographiques sur la rhéologie du fluide synovial

Study Temp | Viscometer Source of Subject Shear Rate | Viscosity
(C) Fluid Condition | (1/s) (cp)
Wright (1975) | ? ? ? Normal 10 1000
oA 10 80-150
Davis (1978) 35 Couette Post-mortem | OA 40 §5-505
Schurz (1987) | 25 Contraves Post-mortem | Normal 10 1000-40,000
Kotations Diseased oA 10 100-1000
human knee
Caygill (1969) | 28 Weissenberg Post-mortem | Normal 0.05-0.08 20,000-
Rheogoniometer 60,000
Reimann 22 Custom made Patients with | Near 15-25 30-170
(1976) torn memscus | Normal (complex)
Diseased OA 15-2.5 22-108
human knee (complex)
Anadere 23 Oscillating Patients with | Near 10 40
(1979) Capillary Meniscus Normal (complex)
defects
Dizeased OA 10 31
Human knee (complex)
Safan (1990) 27 Bohlin VOR Arthroscopy | Normal 2 3166-513
Parallel Plate not related to (complex)
OA (ACL,
meniscus)
Diseased 0A 2 137-262
human knee (complex)
Ogston (1953) | 25 Couetre Bovine Normal 10 8,000-
Viscometer £0.000

Tableau 2. Propriétés rhéologiques des différentes solutions d’acide hyaluronique
MR CP
Shear Rate (1/s

Fluid Shear Viscosity 1 2 5 10 20 40| 100 200
Rate (1/s) |(cp)

0.75M MW 4.82 296.5 3932 (2949 275.2| 275.2|2654|250.7 | 214.3| 179.9
Hylan A
(1.1%

Polymer
Caontent)
2M MW Hylan] 0.162 8985 10810 | 8650 | 5780 | 3952 | 2536 | 1558 | 792.3| 466.9
A (1.0%
Polymer
Content)
4M MW Hylan] 0.0105 170200 | 79030 |43350|18830| 9339 | 4925 | 2644 | 1121| 581
A (1.0%
Polymer
Caontent)
5M MW Hylan] 0.0064 244000 | 81890 |46690|20960| 10640| 5583 | 3018 | 1292 | 670.4
A (1.0%
Polymer
Caontent)
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Ces données portent sur trois catégories de fluides

 le fluide synovial pathologique, souvent étudiéadté médical, facilement prélevé
grace a l'augmentation de son volume dans l'adiboh pathologique, mais qui
posseéde des caractéristiques trés différenteslids de la synovie saine,

 le fluide synovial post-mortem, qui a des carastiges rhéologiques plus réalistes,
mais dont il est difficile d’obtenir une quantitéifisante pour faire des essais
rhéologiques. De plus, du fait de l'autolyse enziyguee post mortem il peut y avoir
disparition de certains composants comme la luieici

* le fluide synovial de substitution, souvent étudfigén point de vue pharmacologique
et biochimique, est habituellement une solutiorcidia hyaluronique de différents
poids moléculaires. Il peut reconstituer les préggs rhéologiques de la vraie
synovie mais du fait de I'absence de lipides, njeas capable de restituer son
comportement aux interfaces

La différence de comportement rhéologique entretrmés types de fluide est montrée
dans la figure 40.

1.E+02 T JovyT i A
“t*‘ : :
e % i s 3 3 & ST ll
&= . . ' —-_— % . .
1,601 e e o . Synovie saine
i _.—‘.-':—_-
o _" e - G’ s :
e ﬁ_,_)"‘" _____ Synovie pathologique
© E —ale— * . . .
; ; Solutions d’acide hyaluronigue
1EG1 oot e ecaaaaae pmsaeTy i
1E42 }

1.00 E02 100 E01  1.00E«00  1.00E+01  1.00E-02
Fequency [HZ

Fig. 40. Comportement rhéologique des trois fluides utilisés dans la bibliographie pour simuler
le comportement tribologique de la synovie

L’ensemble de ces données montre que la synoviecamportement rhéofluidifiant (la
viscosité baisse de qq dizaines de Pa.s a qg.eoesdi de Pa.s en fonction du taux de
cisaillement). La viscosité est trés dépendantealds moléculaire de I'acide hyaluronique,
une dépolymérisation de l'acide hyaluronique car@uine baisse importante de la viscosité.
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