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Résumé

Fonctionnement tribologique des articulations synoviales
pathologiques : role des interfaces phospholipidiques

Résumé

Afin d’améliorer I’efficacité des traitements des pathologies articulaires, en tenant compte de
leur complexité et de leur ampleur, des études récentes ont mis en évidence le réle des
assemblages lipidiques associés a la structure discontinue du fluide synovial dans le
contréle du fonctionnement tribologique articulaire. Ceci a conduit a la mise au point d’un
modele tribologique ex vivo (thése AM Sfarghiu, 2006), proposant un « motif élémentaire » de
la biolubrification articulaire, constitué de I’empilement d’interfaces phospholipidiques et de
couches aqueuses.

En utilisant ce modéle, I’objectif de ce travail a été d’étudier I’évolution des interfaces
phospholipidiques du fluide synovial en présence de pathologies. Pour ce faire, une
méthodologie nano-bio-tribologique alliant des analyses biochimiques, physicochimiques,
nano-mécaniques et tribologiques a été utilisée.

Les résultats de ces analyses montrent : I’influence de la faible rugosité des surfaces frottantes
caractérisant les stades précoces des pathologies et celle des propriétés des interfaces
phospholipidiques (liées a la variation de leur composition) sur la résistance mecanique,
I’évolution au cours du frottement et la dégradation in situ des assemblages lipidiques des
fluides synoviaux pathologiques. Le comportement des assemblages lipidiques est accentué
par I’action des enzymes associées aux pathologies. Par conséquent, le fonctionnement
articulaire dépend de la résistance mécanique des interfaces phospholipidiques et pour
obtenir des coefficients de frottement trés bas, I’accommodation de vitesse doit s’effectuer au
niveau des couches d’hydratation qui entourent les ions présents dans la couche aqueuse.

Ces résultats permettront de comprendre a court terme I’évolution des interfaces
phospholipidiques dans les pathologies articulaires et, a plus long terme le bon
enchainement cause/conséquence responsable d’une pathologie articulaire afin de développer
des traitements plus efficaces, ciblés et non prothétiques.

MOTS-CLES : nano-bio-tribologie, analyse lipidomique, articulation synoviale pathologique, fluide
synovial, assemblages lipidiques, lubrification par couches d’hydratation, triplet bio-tribologique, modéle
ex vivo, phospholipides, coefficient de frottement, microscopie optique en fluorescence, microscopie de
force atomique (AFM).
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Abstract

Tribological operation of pathological synovial joints:
Role of phospholipidic interfaces

Abstract

In order to improve the effectiveness of joint diseases’ treatments, given their complexity and
magnitude, recent studies have highlighted the role of lipid assemblies associated with the
discontinuous structure of the synovial fluid (SF) in the tribological performance of joint
operation. Thus, an ex vivo tribological model (AM Sfarghiu, PhD thesis, 2006) providing a
"basic pattern” for joint biolubrification was developed. It consists of the stack of
phospholipidic interfaces and aqueous layers.

Using this model, the objective of this work was to study the evolution of phospholipidic
interfaces of SF within pathological state. Therefore, a nano-bio-tribological methodology
combining biochemical, physicochemical, nano-mechanical and tribological analysis was
used.

The results of these analyses show: the influence of even small rubbing surfaces’ roughness
characteristics of early stage illness and that of phospholipidic interfaces’ properties (related
to their composition change) on the mechanical strength, changes in friction and in situ
degradation of lipidic assemblies of pathological SF. The tribological operation is highlighted
by enzymes’ associated with diseases. Thus, joint operation depends on the mechanical
strength of phospholipidic interfaces and to obtain very low friction coefficients, velocity
accommodation must be done at the level of hydration layers surrounding ions in the aqueous
solution.

These results would therefore allow better understanding of the evolution of
phospholipidic interfaces in joint diseases and of the proper cause/consequence sequence
responsible for a joint disease in order to develop more effective, targeted and non prosthetic
treatments.

KEYWORDS: nanobiotribology, lipidomics, pathological synovial joint, synovial fluid, lipid assemblies,
hydration lubrication layers, biotribological triplet, ex vivo model, phospholipids, friction, fluorescence
optical microscopy, atomic force microscopy (AFM).

Xvii






Rezumat

Functionarea tribologica a articulatiilor sinoviale patologice:
rolul interfetelor fosfolipidice

Rezumat

Confruntati cu complexitatea si amploarea manifestarii patologiilor articulare, pentru a
ameliora eficacitatea tratamentelor aplicate in aceste cazuri, studii recente au evidentiat rolul
asamblajelor lipidice asociate structurii discontinue a fluidului sinovial (FS) in performantele
tribologice ale functionarii articulare. Pentru aceasta a fost elaborat un model tribologic ex
vivo (AM Sfarghiu, teza de doctorat, 2006) ce propune un ,motiv elementar” pentru
biolubrifierea articulara, constituit din intercalarea des interfete fosfolipidice si straturi de
solutie apoasa.

Utilizand acest model, scopul acestei lucrari de doctorat a fost de a studia evolutia interfetelor
fosfolipidice prezente in FS patologic.Pentru aceasta, s-a aplicat 0 metodologie de nano-bio-
tribologie ce reuneste analize biochimice, fizico-chimice, nano-mecanice si tribologice.

Rezultatele acestor analize au evidentiat: influenta chiar a unei rugozitati reduse a suprafetelor
de frecare (caracteristica stadiilor incipiente ale patologiei) si cea a proprietatilor interfetelor
fosfolipidice (in special compozitia acestora) asupra rezistentei mecanice, a evolutiei in cursul
frecarii si a degradarii in situ a asamblajelor lipidice din structura FS patologic.
Comportamentul tribologic al acestor asamblaje este accentuat de actiunea enzimatica
specifica patologiilor locale. Astfel, functionarea articulatiei sinoviale depinde de rezistenta
mecanica a acestor interfete fosfolipidice si in plus, pentru a obtine coeficienti de frecare de
valoare foarte scazuta, acomodarea vitezelor trebuie sa se realizeze la nivelul sferelor de
hidratare care inconjoara speciile ionice prezente in stratul apos din structura FS.

Aceste rezultate permit intelegerea pe termen scurt, a evolutiei interfetelor fosfolipidice in
cadrul patologiilor articulare si, pe termen lung, a ,inlantuirii” logice ,,cauze-consecinte”
responsabila de producerea si evolutia unei patologii articulare ce va permite dezvoltarea de
tratamente non protetice mai eficiente.

CUVINTE CHEIE: nanobiotribologie, analiza lipidomica, articulatie sinoviala patologica, fluid sinovial,
asamblaje lipidice, lubrifiere prin straturi de hidratare, triplet biotribologic, model ex vivo, fosfolipide,
coeficient de frecare, microscopie optica in fluorescenta, microscopie de forta atomica
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Introduction

INTRODUCTION

La détection tardive des pathologies articulaires est due principalement aux
particularités biologiques des cartilages articulaires, notamment au fait que les
symptomes de la maladie (principalement la douleur) ne sont décelés qu’une fois
que I’endommagement du cartilage a atteint I’0s. Ainsi, afin d’améliorer
I’efficacité des traitements appliqués, il est nécessaire de comprendre, souhaitable
des le début de la maladie, son évolution et les bons enchainements causes-
conséquences qui déterminent son évolution. Pour se faire, il faut tenir compte que
les pathologies articulaires sont causées par une multitude de facteurs
(mécaniques, physico-chimiques et biochimiques) qui génerent ensemble la
rupture de I’homéostasie articulaire et que ceci pourrait provenir de différents
éléments composant I’articulation synoviale : le cartilage, le fluide synovial (FS),
I’0s ou le systéme musculo-ligamentaire.

Motivation socio-economique

La plus frequente des pathologies articulaires affectant les articulations synoviales et le
cartilage articulaire, est I’arthropathie. Il existe de nombreux types d’arthropathies, dont les
plus fréquentes sont I'arthrose sous sa forme dégénérative, ostéoarthrose (OA)’, et
I’arthrite rhumatoide (RA), chacune ayant un facteur déclencheur différent, qui peut étre
reli€ ou a un traumatisme articulaire ou a I’attaque immune/auto-immune des cellules
inflammatoires dans I’articulation [10].

Dans cette thése, on a choisi d’étudier I’OA du fait qu’elle est I'une des plus fréquentes
maladies rhumatismales chez les personnes agées [40,44]. Des études démographiques
récentes [17,32] ont révélé que cette maladie se retrouve chez 16 % des personnes de plus de
55 ans et atteint 70 % des plus de 65 ans [39]. Cette maladie affecte environ 100 millions de
personnes en Europe [13,17] et on estime que le nombre de patients arthrosiques consultant
chaque année en France est d’environ 3,5 millions [28] tandis qu’en Angleterre, I’OA
toucherait un total de 8.5 million de personnes [14,23]. Les articulations les plus atteintes de
I’OA sont : les genoux (41 %), les articulations de la main (30 %), les hanches (20 %) [28]. Si
I'dge est bien un facteur de risque de l'arthrose, elle peut cependant se développer trés tot et
mettre de nombreuses années avant de présenter des symptdmes cliniques visibles. Ainsi,
I’OA ne touche pas seulement les personnes agées, les études indiquant qu’environ 10% de la

“ Une réunion de I’OMS et de I’American Academy of Orthopaedic Surgeons (1994) a proposé une définition qui englobe les principales
facettes de la maladie : L arthrose est la résultante des phénomenes mécaniques et biologiques qui déstabilisent I’équilibre entre la synthése
et la dégradation du cartilage et de I’0s sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre initié par de multiples facteurs : génétiques, congénitaux,
métaboliques et traumatiques. L’arthrose touche tous les tissus de I’articulation diarthrodiale et se manifeste par des modifications
morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques des cellules et de la matrice cartilagineuses conduisant & un ramollissement,
une fissuration, une ulcération et une perte du cartilage articulaire, une sclérose de 1’0s sous-chondral avec production d’ostéophytes et de
kystes sous-chondraux. Quand elle devient symptomatique, I’arthrose entraine douleur et raideur articulaires, un éventuel épanchement
articulaire avec des degreés variables d’inflammation locale. L’opinion qui prévaut est que I’arthrose n’est pas une maladie univoque mais un
groupe d’affections dégénératives articulaires. En d’autres termes, elle n’est pas une maladie mais un syndrome, I’aboutissement ultime de
diverses maladies touchant I’articulation, ayant un caractere dynamique et multifactoriel. [27].
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population des plus de vingt ans a développé de l'arthrose et d’autant que la population vieillit
plus la prévalence de I’OA devrait (encore) augmenter. La tendance des derniéres années
d’augmentation de la durée de vie de la population générale, fait que la maladie affecte de
plus en plus de personnes, avec un codt conséquent pour le systeme social. Une étude des
experts SOFMER, SOFCOT et SFR [11] indique une augmentation d’environ 54% du
nombre des patients traités en 10 ans (au total 10 millions dont 4.6 avec symptomatologie
persistante), ce qui induirait un codt de I’arthrose d’environ 1.6 milliards euros (en 2003) avec
une augmentation d’environ 2.5%/an/patient. En 2030, I'arthrose pourrait toucher 22% de la
population francaise [17].

De plus, ces types de maladies articulaires dégenératives et inflammatoires peuvent aussi se
développer chez d'autres mammiferes (chiens, chats et chevaux) [6,8,9] qui prennent dans
notre société une place de plus en plus importante (animaux de compagnie, courses hippiques)
avec des colts conséquents pour leur soins.

Ces maladies dégénératives et/ou inflammatoires d'étiologie inconnues sont caractérisées,
dans leur stade avancé, par une douleur chronique et la destruction de la structure biologique
de I’articulation, concernant principalement les composants du cartilage articulaire (Fig. 1a)
entrainant ainsi la perte fonctionnelle de I’articulation [22].

cartilage saine cartilage pathologique
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Figure 1. (a) Structure moléculaire du cartilage articulaire sain ; (b) progression de I’usure de cartilage
lors de I’évolution arthrosique [2,41]

L’OA est donc une maladie invalidante, la 3°™ cause d’incapacité totale ou partielle de
I’individu en France [11], qui entraine une baisse progressive de la qualité de vie des malades”
[5,26,37] allant jusqu’a rendre la personne dépendante [29]. L’invalidité est liee a
I’endommagement de la surface du cartilage articulaire lié a la destruction de I’intégrité de
I’arceau collagenique qui se trouve sur cette surface [22,38]. Si cette destruction n’est pas
stoppée (cas du cartilage arthrosique), cet endommagement se propage rapidement dans la
profondeur du cartilage (Fig. 1b) [2,41].

" L’OA évolue au début le plus souvent sur un mode intermittent (poussées douloureuses entrecoupées d'intervalles libres), puis continu. Les
symptdmes principaux sont la douleur et la géne fonctionnelle. Suite a la dégradation du cartilage (structure sans innervation nerveuse), les
extrémités osseuses (contiens des terminaisons nerveuses) de I’articulation deviennent moins bien protégées et ainsi le patient ressent une
douleur a la mise en charge, y compris pendant la marche et en position debout. Souvent, pour limiter la douleur, les malades se déplacent
moins, ce qui entraine une perte de rigidité et de mobilité au niveau des muscles et des tendons de I’articulation atteinte par I’OA.
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Les pathologies articulaires sont en général difficile a traiter non seulement du fait de
I’étiologie complexe de la maladie mais aussi a cause de la structure biologique qui fait que
le cartilage articulaire est un tissu :

e Non innervé : le cartilage articulaire est une structure sans terminaisons nerveuses et
donc ne produit pas de sensation liée a la douleur. La douleur n’apparait donc que
lorsque les lésions du cartilage atteignent I’os, c'est-a-dire a un stade avancé de la
maladie, d’ou la difficulté du traitement.

e Non lymphatique : le cartilage articulaire ne contient pas des vaisseaux lymphatiques
et il a donc une trés faible résistance aux maladies, donc une faible immunité ;
I’intervention du systeme immunitaire lors de I’évolution de I’OA ne peut pas étre
controlée de fait de son « inaccessibilité » via le systéeme lymphatique général ;

e Non vasculaire : le processus de nutrition du tissu cartilagineux est difficile et se fait a
I’aide des vaisseaux sanguins situés dans les tissus sous-jacentes et par diffusion du
fluide synovial.

Etant donné que la plupart des maladies présentent des interactions complexes de facteurs
multiples, dans ces conditions, le diagnostic et le traitement resteraient donc peu satisfaisants.
Ainsi, les traitements médicaux existants n’agissent malheureusement que pour :

- réduire les symptdmes de I’OA [40], principalement la douleur [19] a I’aide des
médicaments anti-inflammatoires ;

- retarder la propagation des fissures dans le cartilage avec des lubrifiants visqueux.
Ainsi, plusieurs études ont montré le réle de I’acide hyaluronique (composant de la
structure du cartilage articulaire) et du fluide synovial dans la lubrification articulaire
et des variations de ses caractéristiques (quantité, poids moléculaire) dans le cas sain
ou de diverses pathologies [12,25,29,34]. De ce fait, I’un des traitements de I’OA est
de réaliser des injections a base d’AH, connues aussi sous le nom de
viscosuppléments” [1,3,7,19,21,24,31,33,35,38].

Malgré qu’on cherche a retarder la progression de la maladie le plus longtemps possible par
un traitement meédical, quand une symptomatologie invalidante et non calmée par les
traitements médicamenteux et physiques s’installe, la chirurgie prothétique est la seule
solution pour éviter I’'immobilisation de I’articulation [16,30]. Ainsi, environ 50000 prothéses
de genou sont posées chaque année en France, ce qui signifie que la plupart des arthroses sont
prises en charge médicalement [15]. Ceci parce que le colt des protheses est assez élevé et
dépend bien sar des modeles utilisés, du délai écoulé depuis leur premiéere mise sur le marché
(amortissement des codts de recherche), des matériaux utilisés. Par exemple, le colt d'une
prothese de hanche, est de I'ordre de 1500 a 3000 euros. Une prothése de genou colte 2 000 a
3 000 euros (ordre de grandeur). Ces chiffres permettent de se faire une idée mais ils restent
approximatifs. Le colt d'une prothése varie, si l'on considére son prix de vente par le
fabricant, son prix de remboursement par la sécurité sociale en France (intégralement prise en
charge), le codt global de l'intervention qui intégre I'ensemble des codts annexes pris en

" Sur le marché il existe actuellement différents produits & base d’AH : Synvisc®, Supartz®, and Orthovisc®, Hyalgan® utilisés pour le
traitement par infiltration/viscosupplémentation des pathologies articulaires [14,31,36] qui vise a restaurer les constantes rhéologiques du FS,
promouvoir la synthése d'un AH de poids moléculaire plus élevé et donc plus fonctionnel, améliorer la mobilité et le fonctionnement
articulaires, et présenter une action antalgique (diminuer la douleur articulaire) [20].
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charge par l'assurance maladie. Ainsi, une évaluation préecise du colt d'une opération pour
mettre en place une prothése est difficile a faire, car ces colts sont trés variables selon les
articulations, selon la maladie initiale et les soins particuliers s'y rapportant, notamment la
durée de I'nospitalisation. On peut toutefois estimer que ce codt varie de 10000 a 20000 euros
pour I’implantation d’une prothése standard [18].
Dans ce contexte, cette these s’intéresse a I’identification des causes « naissantes »
de I’arthrose, qui génerent une perturbation de la bio-tribologie articulaire afin de
pouvoir agir dans des phases plus précoces avec un traitement médical plus
efficace.

Contexte scientifique

Ce travail s’inscrit dans la lignée des approches multi échelles en mécanique du vivant au sein
du Laboratoire de Meécanique des Contacts et de Structures (LaMCoS), notamment
concernant les problématiques liées au comportement des contacts frottants biologiques.

Ainsi, les contacts frottants biologiques tels que ceil/paupiére, les cartilages articulaires, les
capillaires sanguins, les alvéoles pulmonaires, les matériaux des prothéses (métal, céramique,
polyéthyléne) représentent dans I’ensemble des « triplets tribologiques » [4] constitués par :

- les 1°™ corps (les deux corps en contact, par exemple : les cartilages articulaires, la
cornée et la paupiere) séparés par

- le 3™ corps (par exemple : le fluide synovial, le liquide lacrymal, le surfactant
pulmonaire) qui a pour réle de limiter les phénoménes d’usure et de réduire le
frottement par I’accommaodation de la vitesse de cisaillement entre les deux 1°*° corps ;

- le mécanisme (par exemple le systeme musculo-ligamentaire) qui impose les
sollicitations globales.

Des études montrent que les causes des pathologies articulaires comme [I’osthéoarthrite
peuvent se trouver liées a chacun des éléments du triplet tribologique. Ainsi, on peut y avoir
des causes :

- mécaniques : notamment liées au dysfonctionnement du mécanisme (le systéme
musculo-ligamentaire), par accumulations de contraintes anormales dans le cartilage
qui génerent des fissures a la surface frottante du cartilage en augmentant sa rugosité
et modifiant ainsi les conditions limite pour la lubrification;

- physico-chimiques : des changements de composition, pH et concentration ionique
générent un déséquilibre au niveau du motif élémentaire du 3°™ corps, notamment la
destruction des assemblages moléculaires lipidiques dans la structure du fluide
synovial pathologique ;

- biologiques : I’activation des enzymes dans les cas pathologiques génere des
changements structuraux au niveau de I’interface entre les 1°" corps (les cartilages
articulaires) et le 3°™ corps (le fluide synovial).

Les travaux de recherche de cette these se sont concentrés sur I’étude du corps de fait que
les modifications pathologiques précoces surviennent principalement au niveau du fluide
synovial. Dans ce sens, les recherches récentes indiquent une structure discontinue du fluide

3éme
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synovial [43] formée d’assemblages lipidiques, constitué de poches de gel glycoprotéique
entourées par des interfaces lipidiques qui sont constituées par I’empilement de bicouches
lipidiques entre lesquelles une couche aqueuse de sérum physiologique est piégée (épaisseur
d’une bicouche ~ 5 nm, épaisseur de la couche aqueuse non mesurée mais supposée du méme
ordre de grandeur) les deux en équilibre mécanique, physico-chimique et biologique dans le
cas d’une articulation saine. En accord avec ses résultats, les travaux de these d’Ana-Maria
Trunfio-Sfarghiu [41] sur le fonctionnement tribologique des articulations synoviales saines
proposent un « motif élémentaire » pour la biolubrification articulaire constitué de I’ensemble
formé par une couche aqueuse piégée entre deux bicouches phospholipidiques. Dans ce cas,
lorsque I’accommaodation de vitesse se fait au niveau de la couche aqueuse, on obtient un
coefficient de frottement trés faible (u ~ 0.0015) [42].

Par conséquent dans cette thése nous nous sommes axés plus précisément, sur I’étude des
interfaces phospholipidiques constituantes les assemblages lipidiques présents dans le fluide
synovial pathologique.

Objectif. Stratégie. Méthodologie

L’objectif de ce travail a été d’étudier I’évolution des interfaces phospholipidiques du
fluide synovial dans des conditions limites simulant :

- I’usure légere du cartilage articulaire ;

- I’action des facteurs physico-chimiques ;

- I’action enzymatique.
Stratégie : Les moyens d’expérimentation in vivo étant insuffisants pour nous permettre
I’étude du fonctionnement tribologique des assemblages lipidiques, nous avons utilisé une
expérimentation ex vivo, en utilisant le modeéle tribologique proposé auparavant [41,42] qui
reproduit les spécificités tribologiques d’une articulation saine. Par rapport aux objectifs fixés,
ce modéle a été adapté en se rapportant aux parameétres caractéristiques des pathologies
articulaires.

Pour ce faire, une méthodologie nano-bio-tribologique alliant des études biochimiques,
physico-chimiques, nano-mécaniques et tribologiques a été appliquée, afin de comprendre le
bon enchainement cause/conséquence responsable d’une pathologie.

Dans cette logique, le travail de cette these est présenté en 3 parties :

% La partie A est consacrée a la bio-tribologie articulaire. On y présente de maniere
succincte les caractéristiques des articulations synoviales saines et pathologiques et la
composition du fluide synovial. Puis les recherches actuelles dans ce domaine sont
présentées, pour nous permettre de détailler la stratégie employée au cours de cette
these, notamment les méthodes d’analyses appliquées pour caractériser le
fonctionnement tribologique des interfaces phospholipidiques dans les cas des

pathologies articulaires.
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Dans la partie B on présente le principe des études biochimiques des fluides synoviaux
pathologiques, utilisant I’analyse lipidomique. Les résultats de ces études nous ont
permis de quantifier les variations de la composition lipidique et de mettre en évidence
des marqueurs inflammatoires ; leur présence met en évidence la destruction des
assemblages lipidiques suite a I’action enzymatique associée aux pathologies
articulaires.

La partie C se concentre sur I’analyse tribologique de I’évolution des pathologies
articulaires, et plus particuliéerement sur I’influence des caractéristiques mécaniques,
physico-chimiques et biologiques des pathologies articulaires sur les interfaces
lipidiques du fluide synovial (FS), constituées de I’empilement de deux bicouches
lipidigues entre lesquelles une couche agqueuse est piégée.

Des conclusions générales sur les résultats obtenus ainsi que quelques perspectives aux
travaux effectués seront présentés a la fin de ce manuscrit. On a pu ainsi mettre en évidence
I’influence des propriétés :

- des 1°" corps modéles : la rugosité des surfaces frottantes,

- de la couche aqueuse : la stabilité et la variation du pH, la concentration ionique
et la présence d’enzymes caractérisant I’évolution des pathologies,

- des bicouches lipidiques: la mobilité locale (phase fluide ou solide) et la
composition chimique des tétes phospholipidiques

sur le comportement tribologique, I’évolution et la résistance mécanique des interfaces
lipidiques au cours des pathologies.

Pour faciliter la lecture, les protocoles expérimentaux des différentes études appliquées seront
présentés en annexes, de méme que les details concernant les principes des différentes
techniques utilisées et les informations considérées comme utiles dans la compréhension de ce
manuscrit. De plus, au début de ce manuscrit se trouve une table d’abréviations et acronymes
utilises tout au long de ce manuscrit et a laquelle le lecteur est invité a se référer en le lisant.
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Partie A.
Synthése bibliographique — Bio-tribologie articulaire

L’étude des interactions entre les éléments articulaires a connu un fort développement dans ces
derniéres décennies. Ainsi, ces études sont complexes et nécessitent d’avoir une vue d’ensemble
sur les interactions mécaniques physico-chimiques et biologiques caractérisant les éléments
articulaires. Pourtant, dans la bibliographie on trouve des interprétations parfois différentes
pour un méme phénomene, chacune des interprétations étant réaliste, mais par rapport a un
point de vue particulier et pas dans I’ensemble des interactions.

Dans ce contexte, cette partie :

- présente un apercu de la bio-tribologie d’une articulation synoviale, les principales
caractéristiques des articulations synoviales (saines et pathologiques) en insistant sur la
composition du fluide synovial et le réle de ses composants moléculaires (en particulier
celui des assemblages phospholipidiques) dans la lubrification articulaire ;

- se termine par le positionnement de cette these et les choix d’étude qui ont été faites par
rapport aux différentes hypothéses actuelles de la biolubrification et par rapport a la
bibliographie existante, afin de nous permettre une meilleure compréhension du réle des
interfaces lipidiques du fluide synovial dans la lubrification articulaire limite.
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A.l. Développement de la bio-tribologie articulaire

Le terme de « bio-tribologie » a été utilisé pour la premiére fois par Dowson et Wright en
1973, afin de définir « tous les aspects de la tribologie liés aux systemes biologiques » [67].

Cette branche des sciences biologiques a émergé du champ classique de la tribologie
[95,124,132] englobant les concepts de frottement, usure et lubrification. Elle peut donc étre
considérée comme la science des surfaces biologiques en contact glissant et a une importance
capitale dans la compréhension du fonctionnement normal et/ou pathologique des tissus
biologiques participants aux contacts dans le corps humain, tels que le cartilage articulaire, les
vaisseaux sanguins [161], les dents [135], le cceur, les tendons, les ligaments, la peau etc.
[64]. Ainsi, le frottement, I'usure et la lubrification sont des phénoménes qui caractérisent les
surfaces de divers contacts biologiques. Par exemple, I'usure peut entrainer des douleurs
intenses lors d’une dégradation du cartilage articulaire comme dans le cas d’une arthrose
[197,221].

La compréhension des phénomeénes caractérisant le fonctionnement tribologique des
structures vivantes impose 1’application d’études complexes. Ceci génere la constitution de
diverses communautés scientifiques, chacune appliquant une stratégie propre et ciblé parfois
sur un seul élément articulaire sans prendre en compte 1’ensemble des interactions qui peuvent
avoir lieux entre les différents composants des structures étudiées.

Le domaine de la bio-tribologie est donc trés vaste et comme nous I’avons déja
précis¢ dans I’introduction, le travail de cette thése a pour objectif 1’étude des
pathologies des articulations synoviales.

Dans cette logique, ce chapitre présentera par la suite les caractéristiques du contact frottant
de type articulation synoviale, sa composition et sa structure, ainsi que les mécanismes de
lubrification identifiés a ce niveau, puis les maladies qui peuvent y apparaitre (avec un accent
particulier sur I’arthrose), tout en indiquant le réle de différents composants du fluide
synovial (appelé FS dans la suite de ce manuscrit) dans le fonctionnement tribologique de
ces contacts.

A.2. Le triplet tribologique articulaire

L’articulation synoviale humaine saine est considérée comme un tribosystéme trés performant
qui fonctionne toute une vie assurant un minimum de frottement et d’usure au niveau du
contact [255]. Ces performances tribologiques exceptionnelles [137,182] sont dues
principalement aux matériaux « vivants » qui forment les contacts frottants et qui :
- facilitent le mouvement relatif entre leurs surfaces par synthése des molécules qui
agissent comme lubrifiants naturels ;
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- minimisent leur usure grace a la présence de cellules ayant un fort potentiel régénératif
et donc la capacit¢ de réparer le tissu endommagé par biosynthése des structures
moléculaires.

Mais malgré ces performances exceptionnelles du milieu vivant, on n’est pas capable
d’expliquer :
- comment les contacts biologiques font-ils pour résister a 'usure a 1’échelle d’une vie ?
- pourquoi certains contacts vivants finissent-ils par s’user avec 1’age ?

Pour répondre a ces questions, il est essentiel de comprendre les interactions mécaniques,
physico-chimiques et biologiques qui ont lieu entre les différents composants de la structure
de ces contacts vivants [251].

A.2.1. Composants du triplet tribologique articulaire

Parmi de nombreux exemples de contacts frottants biologiques, les articulations synoviales’
représentent des systémes vivants complexes d’un point de vue biomécanique [84]. Ces
articulations (Fig. 2, [268]) de type diarthrose’ (par opposition aux articulations de type
synarthroses’ ou amphiarthroses®) permettent en général une grande diversité des
mouvements avec une amplitude importante” et assurent essentiellement un mouvement
caractérisé par un coefficient de frottement trés bas entre les segments articulaires tout en
assurant a ce niveau la transmission de charges relativement élevées [152]. La dégradation
pathologique d'un des composants articulaires (le fluide synovial ou la structure du cartilage
articulaire [105]) conduit & un frottement et une usure accrue [134,187] et par conséquent a la
réduction de la mobilité articulaire [124,235].

Phalange

. — Adticulation synoviale  Phal
1cm Melacarpiens ”’»’_’ﬂ iculation synovia alange
- o m‘ - l

Carpiens -

Radius

Phatange

Fhade
synovial

Membrane
SyNOviale Cartilage
articulaire

Adticulation synoviake

Figure 2. Représentation schématique des articulations synoviales diarthrosiques de la main (insert :
détail de la structure d’une articulation synoviale) [268]

" Dans le corps humain on a au total 187 articulations synoviales, dont les articulations du genou, de la hanche, de I’épaule, des doits etc. ;
 Diarthrose (di = & part, arthron = articulation) est une articulation synoviale ayant une grande mobilité qui permet une liberté des
mouvements entre les os qui la forment ;

! Synarthrose (syn = ensemble, arthron = articulation) articulation immobile, dépourvue de membrane synoviale et de cartilage articulaire,
ou les extrémités osseuses sont réunies par un tissu fibreux dense (ex. les sutures craniennes) ;

¥ Amphiarthrose (amphi = des deux cotés, arthron = articulation) articulation semi-mobile dépourvue de membrane synoviale mais dont les
extrémités osseuses, recouverte de cartilages, sont réunies par un fibrocartilage et des ligaments périphériques (ex. symphyse pubienne,
articulations intervertébrales) ;

" La mobilité d'une diarthrose dépend de la forme des surfaces articulaires.
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D’un point de vue tribologique, pour comprendre et faire une analyse réaliste du
fonctionnement articulaire il faut prendre en compte l'ensemble du triplet tribologique
constituant I’articulation synoviale et les différentes interactions entre ses composants [ 14].

En considérant la structure anatomique d’une articulation synoviale, le triplet tribologique
articulaire (Fig. 3) est constitué :

- du mécanisme représenté par le systétme musculo-ligamentaire, qui impose les
sollicitations globales et qui se traduisent au niveau local par une pression du contact
et une vitesse relative des corps en contact ;

- des 1°" corps constitués par les cartilages articulaires qui forment les surfaces en
contact,

- du3*™ corps, le FS, qui sépare les 1°° corps et assure la lubrification.

\’

MECANISME 1 corps
- System musculo ligamentaire - - Cartilage articulaire -

3™ corps

- Fluide synovial -
| 1* corps

- Cartilage articulaire -

Figure 3. Représentation schématique du triplet tribologique d’une articulation synoviale

A.2.1.1. Le mécanisme — le systéme musculo-ligamentaire

Il met en mouvement les premiers corps du contact articulaire suite a la génération de la
commande de mouvement par le systeme neuro-musculaire et la réalisation effective du
mouvement par le systeme musculo-ligamentaire [251].

De plus, la capsule articulaire, les ligaments et le systéme musculo-tendineux environnants
interviennent dans la tenue des deux extrémités osseuses de l'articulation, assurant ainsi sa
stabilisation.

Le mécanisme par lequel les articulations synoviales sont lubrifiées a suscité beaucoup
d'intérét depuis plusieurs décennies [147]. Une compréhension détaillée du mécanisme de la
« bonne » lubrification aurait des applications évidentes pour le traitement des pathologies des
articulations synoviales dans lesquelles le systéeme de biolubrification est « en panne »,
entrainant des dommages du cartilage et de l'os et affectant ainsi la qualit¢ de vie des
individus [46].

Ainsi, le mécanisme articulaire intervient dans les conditions limite du fonctionnement
tribologique local en y imposant la pression et la vitesse relative (tangentielle et normale)
permettant ainsi 1’instauration d’un régime de lubrification plutoét hydrodynamique (HD) ou
plutot limite. Plusieurs études ont montré que les différentes phases du cycle de la marche
peuvent Etre associées a plusieurs types de régimes de lubrification (Fig. 4 [181, 251]) et que

11
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dans I’ensemble, pendant environ 50% d’un cycle de marche le contact articulaire fonctionne
en lubrification HD et 50% en condition limite [251].

En ce qui concerne le régime de lubrification hydrodynamique (HD) [65,66,157,167,178],
les performances tribologiques articulaires sont dues a la maintenance d’une épaisseur du film
lubrifiant, homogene et continue (Fig. 4). Cette épaisseur (de 1’ordre de quelques centaines de
nm a quelques pm) peut-€tre maintenue :
- par des vitesses relatives tangentielles élevées susceptibles de générer un régime HD
par effet de « coin d’huile » [68,69] ;
- par des vitesses relatives normales élevées pendant le chargement qui maintiennent
une épaisseur du film par des effets de type « squeeze » [70,190] ;
- de fait que les cartilages articulaires sont des structures poro-élastiques [254,266] qui:
0 d’une part par leur structure élastique, qui favorise un régime de type elasto-
hydrodynamique (EHD) [65,66,167] quand I’épaisseur du film lubrifiant est de
méme ordre de grandeur que la déformée du cartilage articulaire ;
0 d’autre part par leur porosité qui permet la circulation d’une phase aqueuse ;
= depuis le cartilage articulaire vers le film lubrifiant, favorisant ainsi un
régime de lubrification de type « weeping » [3,166] ;
= depuis la cavité articulaire contenant le film lubrifiant vers le cartilage

articulaire, assurant ainsi un régime de lubrification de type
« boosted » [264].

"Weeping” ° "Boosred”

Mixed Boundary

Figure 4. Représentation de différents régimes de lubrification articulaire [183]

La lubrification HD se caractérise par une dépendance de la variation du coefficient de
frottement avec les vitesses relatives (tangentielles et normales) au niveau du contact
articulaire et par des phénomenes de portance qui modifient les pressions locales du contact.

12
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Par contre, comme nous allons le voir dans la section § A2.2.2, le fluide synovial (FS) a une
structure complexe qui présente des discontinuités a 1’échelle du film lubrifiant. De ce fait, les
théories de lubrification « classique » ne peuvent pas étre appliquées.

Le régime limite [46,102,103,106,132,206,225,240] se rencontre quand le mécanisme
tribologique est caractérisé par :

- de fortes pressions locales,

- de trés faibles vitesses relatives,
ce qui fait que dans ces conditions une é€paisseur continue supérieure & 100 nm du film
lubrifiant ne peut pas étre formée. Ce régime de lubrification est caractéris€ par une
invariance du coefficient de frottement avec la vitesse relative et la pression. Le frottement va
étre accommodé dans les couches moléculaires adsorbées sur les surfaces du cartilage
articulaire.

De plus, comme le régime de lubrification limite pose le plus de problémes d’usure au
niveau articulaire, c’est pour cette raison que dans cette these nous nous sommes
intéresses seulement au fonctionnement articulaire dans ce régime de lubrification.

A.2.1.2. Les premiers corps — le cartilage articulaire

La surface des deux extrémités osseuses composant l'articulation est couverte par le cartilage
articulaire qui a comme fonctions principales d’assurer une surface appropriée pour favoriser
la lubrification articulaire et de prévenir les phénoménes d’usure caractéristiques des cas
pathologiques de type arthrose [244]. Il existe aussi des articulations synoviales (par exemple
celle du genou) ou les deux surfaces osseuses ne sont pas parfaitement emboitées, et dans ce
cas un meénisque ou plusieurs plis de fibrocartilage assurent une meilleure conformité des
surfaces articulaires et donc la stabilit¢ de I’articulation et la répartition optimale des forces au
niveau du contact [160].

Les recherches sur la structure complexe (Fig.1, Introduction) et les propriétés des cartilages
articulaires ~ sont  abondamment  présentées dans les revues  scientifiques
[2,18,24,26,48,97,136,159,174,238,251,259,267]. Dans cette thése on s’est concentré
seulement sur les propriétés mécaniques et physico-chimiques qui lui permettent d’assurer des
roles spécifiques dans la lubrification articulaire.

Afin de reproduire ex vivo les bonnes conditions de fonctionnement d’une articulation,
comme les prélévements de cartilage articulaire perdent leurs propriétés vivantes quand ils
sont soumis a des essais tribologiques de longue durée, il faudra prendre en compte les
propriétés poro-¢lastiques du cartilage articulaire. Ces propriétés ont ét¢ largement étudices
dans les derniéres années et plusieurs types de matériaux polymériques de type hydrogels*
[25,43,80,85,113] sont proposés pour simuler X Vivo les propriétés du cartilage articulaire

" Hydrogels proposés comme matériaux modéles pour le cartilage articulaire : le poly-alcool vinilique (PVA), le poly-acid acrylique (PAA),
ou bien le ply-hydroxy-éthil methacrylate (pHEMA) [25] ;
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sain ou pathologique. Parmi ceux-ci, dans cette thése (8A.3.2) nous avons utilisé un hydrogel
de type HEMA (le choix et la mise au point de ce matériau ont été fait au LaMCoS pendant
les théses d’Ana Maria Sfarghiu [251] et Luciana Bostan [26]).

A.2.1.3. Troisiéme corps - le fluide synovial (FS)

Le fluide synovial (FS) est sécrété par les synoviocytes de type B [72] présents dans la
structure de la membrane synoviale "qui délimite la cavité articulaire. La membrane
synoviale tapisse la face interne d’une articulation synoviale (Fig. 2 et Fig. 5, [148]) et
s’insere a la limite de la transition os/revétement cartilagineux. Elle est bordée a I'extérieur
par la capsule articulaire et les formations ligamentaires, recouvrant ainsi toutes les surfaces
non-cartilagineuses a ’intérieur de la capsule articulaire. Les insertions de la membrane
synoviale et de la capsule sur I'os se confondent et se prolongent vers le périoste extra-
articulaire. La membrane synoviale s'organise en replis et en franges, surtout dans les zones
ou les influences mécaniques sont les plus restreintes [34,126].

La membrane synoviale est vascularisée et innervée (Fig. 5, [148]). Elle est séparée de la
capsule articulaire par une couche de tissu cellulaire qui contient les vaisseaux sanguins et les
nerfs qui assurent la nutrition et I’innervation au niveau articulaire. La membrane synoviale a
aussi un réle dans la défense et la réponse immunitaire intra-articulaire [54].

Au niveau de l'articulation synoviale, le FS :
- facilite le glissement des zones en contact,
- accommode la vitesse relative de contact,
- régule la pression de contact et la température locale,
- lubrifie et nourrit le cartilage articulaire (qui est une structure non vasculaire), évitant
ainsi la dégradation du cartilage et donc 1’évolution des pathologies articulaires.

Capsule Cavité

aniculaire\ articulaire
Fluide (.

synovial

_ SR, \ % : psule
e 3 T ¢ . amc\ujanre Cartilage articulaire
—W‘ i e | . | Cavite

Gq. mm | - . 4 .
—_— Fluide synovial articulaire

Membrane

g‘%&, M‘_’, synoviale

Synoviocites Vistsassaiis

sanguins

aq uml '

Membrane Cartilage
synoviale articulaire

Figure 5. Schéma de I’interface membrane synoviale/cavité articulaire ou est synthétisé le FS [148].

Etant donné que dans cette thése on a choisi d’étudier le régime de lubrification limite
et principalement le comportement et I’évolution du FS dans le cas des pathologies
articulaires, on va détailler par la suite sa composition et sa structure.

Détails sur la membrane synoviale en annexe.
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A.2.2. Caracteéristiques du fluide synovial : composition et proposition de
structure

Le nom de « fluide synovial » (FS) se référe a une substance gluante, de type « blanc
d'ceuf », qui nourrit les structures articulaires. Le FS est un fluide visqueux qui comble les
espaces creux de I’articulation [215].

Historiquement, le terme de « fluide synovial » a été cité dans le texte d’Hippocrate, Places in
Man, ou est mentionné qu'il y a une petite quantité de fluide visqueux dans les articulations
[73]. Un autre récit historique a été fait par Galien (médecin grec, AD 131-201) dans Sur la
fonction des parties du corps humain. On y indique simplement qu'il existe un fluide corporel
huileux sur la surface du cartilage articulaire [73].

A.2.2.1. Composition du FS

Le FS, sécrété dans la cavité¢ articulaire délimitée par la capsule articulaire, provient
essentiellement du sang qui traverse les vaisseaux sanguins (capillaires) présents a 1’intérieur
de la membrane synoviale (Fig. 5). Le FS est un dialysat (ultrafiltrat’) de plasma sanguin
[17,33,149,182], produit par ultrafiltration passive a travers les capillaires de la membrane
synoviale :

- Deau et les petites molécules (¢électrolytes, glucose, urée, lactate et gaz dissous :
dioxyde de carbone, azote et oxygene qui ont un petit poids moléculaire) passent dans
le FS et ont les mémes concentrations que dans le plasma [74,249] tandis que,

- les molécules de poids moléculaire élevé (tel que les protéines de type fibrinogéne,
ayant un poids moléculaire ~340 KDa [115]), ne passent pas la barriere endothéliale
de la membrane synoviale [8] et restent donc dans le plasma.

S’ajoute aussi dans la composition du FS 1’acide hyaluronique (AH), qui est secrété in situ par
les synoviocytes de type B [96,172] présentes dans la structure de la membrane synoviale ;
I’AH est « responsable » de la consistance visqueuse semblable au blanc d’ceuf [33] du FS.
Ainsi, le FS sain est trés visqueux [39, 182,191], a un pH trés faiblement alcalin (entre 7.3 et
7.43 [49,194]) et est transparent et Iégerement ambré [226].

Le FS présent normalement dans une articulation synoviale saine est peu abondant et son
volume varie (de 0.13 a 4 ml) selon la taille de I’articulation [33]. A titre d’exemple, la
quantité¢ de FS dans l'articulation humaine du genou sain est de I’ordre de 0,2 ml [71] tandis
que dans le cas des pathologies articulaires, le volume peut augmenter jusqu’a 200ml [33].

Les composants du FS (qu’il soit sain ou pathologique) sont :

" Dérivé du latin syn = avec et ovum= ceuf [152] ;
T Le FS et le plasma sanguin ont une composition ionique identique, pauvre en protéines de gros poids moléculaire et en éléments cellulaires.
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- l'acide hyaluronique (AH) [165,184],

- les protéines [163],

- les protéoglycanes [229,242] ;

- les bicouches lipidiques auto-assemblées souvent appelées « Surface Active
PhosphoLipids » (SAPLs") dans la littérature [17,104].

En ce qui concerne les protéoglycanes, il en existe principalement deux types :
- ceux présents dans la structure du cartilage articulaire, qui forme des réticulations avec
les glucides pour composer ainsi 1’agrécane’ ;
- molécules de type glycoprotéine, nommé « protéine de zone superficielle (SZP) » ou
« protéoglycane 4 » (PRGy), une glycoprotéine de type mucine avec des fortes
propriétés actives de surface.

Ces composants du FS sont produits soit par les synoviocytes de la membrane synoviale
[61,96,104,129,172,233,234] soit par les chondrocytes présentes dans la structure du cartilage
articulaire [224,228,229] et leurs quantités varient en fonction de I’état sain ou de 1’affectation
pathologique (arthrite rhumatoide —RA ou ostéoarthrose — OA) de I’articulation et donc du FS
(Tableau 1, [4,16,17,20,33,39,55,73,79,92, 142,165,173,193,194,223]).

Tableau 1. Molécules présentes dans la composition des FS sains et pathologiques
(OA = ostéoarthrose ; RA = arthrite rhumatoide) [4,16,17,20,33,39,55,73,79,92, 142,165,173,193,194,223]

—Type de S Sain RA OA
Composition
AH (mg/ml) 1-4 0.8-2 0.7-1.1
Protéines (mg/ml) 15-25 36-54 29-39
PRG4 (mg/ml) 0.052-0.450 0.276-0.762 0.02-0.1
SAPLs (mg/ml) 0.1-0.2 1.5-3.7 0.2-0.3
pH 7.3-7.43 7.4-8.6 7.4-7.6

Pour le cas d’un FS sain (Tableau 1) :

- D’acide hyaluronique, AH, sous forme de sel de sodium (hyaluronate de sodium,
voir Annexe — Membrane synoviale), a une concentration d’environ 3mg/ml ;

- les protéines, filtrées a travers la membrane synoviale depuis le plasma sanguin
(I’albumine, 7-18 mg/ml, la plus abondante des protéines dans le FS [213] et les
globulines, 0.5-2.9 mg/ml [163]) ;

- les protéoglycanes de type PRG4 sont présents dans le FS sain en faible quantité,
allant de 0.052 a 0.45 mg/ml.

" Des multiples études récentes sur le role des composants du FS dans la biolubrification considérent ces bicouches comme étant constituées
de PLs « actives de la surface », d’ou leur dénomination de SAPLS (en anglais, « surface active phospholipids ») [61,102,233,234].Comme
cet étude s’adresse a plusieurs communautés de spécialistes (biochimistes, médecins, mécaniciens etc.) une terminologie appropriée sera
utilisée, respectivement : PLs dans la partie B détaillant les aspects biochimiques liés a I’analyse lipidomique des FS pathologiques, puis
SAPLSs tout au long de manuscrit détaillant les aspects tribologiques des études effectués.

 Agrécane = protéine complexe de la matrice extracellulaire du cartilage articulaire.
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- les SAPLs bien qu’ils soient présents dans le FS sain en faible quantité (0,1-0,2
mg/ml [100]) assurent des propriétés et un fonctionnement tribologique
remarquable des articulations synoviales saines (voir §A.2.4.).

Dans le cas des FS pathologiques (Tableau 1) :

- la concentration d'AH est plus faible et son poids moléculaire est abaiss¢ [101], ce qui
entraine une diminution de sa viscosité. Une partie de ces modifications est imputable
a la dépolymérisation des longues chaines polysaccharidiques par des radicaux libres
produits par les leucocytes et a I'épanchement articulaire qui conduit a la diminution
de la concentration d'AH. Ainsi, la viscosupplémentation, qui consiste a injecter dans
la cavité articulaire de I'AH a haut poids moléculaire est utilisée dans le traitement de
Iarthrose’ [77] (voir Introduction).

- la concentration des protéines est de 29-39 mg/ml ce qui est supérieur aux valeurs pour
une articulation saine. En fait, la quantité des protéines dans la composition du FS sain
est beaucoup plus faible que dans celle du plasma [216] parce que la membrane
synoviale ne peut pas étre traversée par des macromolécules (voir Annexe —
Membrane synoviale). La concentration des substances protéiques augmente dans les
cas pathologiques, notamment celles inflammatoires [231]. Ainsi, dans le FS on peut
avoir une concentration d’albumine de 20 a 39 mg/ml et de y- globuline a 15,4 mg/ml
[57,141,264], cela a cause du passage pathologique de ces molécules depuis le plasma
a travers la membrane synoviale ;

- les protéoglycanes (PRG4) bien que présents en faible quantité, celle-ci est
supérieure pour le cas des FS pathologiques (RA environ 0.276-0.762 mg/ml et
OA environ 0.02-0.1 mg/ml) par rapport au contenue dans le FS sain; cela est due
notamment a [’usure du cartilage articulaire qui « libére » les protéoglycanes qui
composent 1’agrécane de la matrice cartilagineuse ;

- la quantité des SAPLs est de 0.2-0.3 mg/ml, valeur supérieure a celle pour des SAPLs
d’une articulation saine [89,163], due aussi au passage pathologique des composants
du plasma dans le FS. Le type de lipides présents sera présenté en §B.4.3.

Ces variations de la composition dans le cas des pathologies articulaires déterminent aussi une
augmentation des valeurs du pH : le FS normal a un pH entre 7,3 et 7,43, tandis que divers FS
pathologiques ont un pH plus ¢élevé (pH ~7.6 pour ’OA et ~8 en cas de RA) (Tableau 1).
[142,165].

Par sa composition et sa structure, qui déterminent ses propriétés, le FS assure plusieurs
fonctions [6,10,28,162,226] dont les plus importantes sont :
- la nutrition des surfaces du cartilage articulaire (principalement pour le glucose
et I’oxygene),
- I'élimination des produits cataboliques (le lactate et le dioxyde de carbone),

" La pratique des injections intra-articulaires est déja ancienne puisqu'elle remonte aux années 1935 ou diverses préparations, en particulier
des solutions salines, ont été utilisées dans le genou [59]. Les corticoides intra-articulaires sont utilisés dans 'arthrose depuis plus de 50 ans.
Enfin, on assiste actuellement au développement du traitement par I'AH (AH) qui est injecté intra-articulaire dans les articulations atteinte
d’arthrose [200].
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- la lubrification au niveau articulaire par ses composants qui interviennent dans
le fonctionnement articulaire.

A.2.2.2. Hypotheése concernant la structure du FS

Des expérimentations sur des articulations de rat [267] ont montré la présence de vésicules de
quelques micrométres de diamétre dans le volume du fluide synovial ainsi que sur la surface
du cartilage articulaire (Fig. 6) ce qui suggere la répartition discontinue du fluide synovial
au niveau du contact articulaire.

Figure 6. Présence des vésicules (*) sur la surface du cartilage articulaire — analyse cryo-MEB [267]

Cette répartition discontinue (Fig. 7a) dans le volume du FS peut avoir ses origines dans la
composition du FS [251] qui permet la formation :
- des structures glyco-protéiques (gel synovial contenant I’AH et les protéines), qui sont
entourées par
- des structures de type multicouches (constituées par les SAPLs).

En étudiant les interactions entre I’AH et les SAPLs, Pascali-Ronchetti [192] ont mis en
¢vidence la formation d’auto-assemblages ayant une structure tubulaire de quelques pm en
longueur et environ 0.1 um en diameétre. Ces tubes (Fig. 7b), remplis d’AH, sont formés par
des multicouches lipidiques (allant jusqu’a 12 bicouches empilées). Ces résultats ont été
confirmés par des ¢tudes récentes [170] qui ont mis en évidence par une analyse TEM de FS
de rat la présence des structures assemblées de type vésicules (Fig. 7¢), dont la paroi est
constituée de 6 bicouches lipidiques empilées.
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Figure 7. (a) Discontinuités dans le volume du FS ; (b) auto-assemblages tubulaires suite aux
interactions entre I’AH et les SAPLs ; (c) SAPLs avec séparation de phases [170,192,252]

De plus, les études de Forsey et al. [77] sur le réle dans la lubrification des structures
supramoléculaires complexes [46,47] décrites dans la Fig. 7 [124,192,251] montrent que
celles-ci réduisent le frottement du contact articulaire [165] et que la présence des SAPLs
diminuent le caractére rhéofluidifiant des solutions aqueuses d’AH assurant ainsi les
propriétés et le role physiologique du FS [45]. De plus, la formation de ces structures
moléculaires assure la protection des SAPLs et par conséquent du cartilage articulaire
contre 1’action des enzymes [183] et des ROS (radicaux libres, formes activées de
I’oxygene) [123,139]. Elles assurent aussi une diminution du coefficient de frottement dans
le cas des modéles expérimentaux ostéoarthrosiques, jusqu’a une valeur proche de celle
d’une articulation synoviale saine [46,139].

En utilisant la microscopie électronique en transmission (MET), Hills et al. ont mis en
¢vidence I’existence des interfaces lipidiques sur la surface du cartilage articulaire, formées
par un empilement de 3 a 7 bicouches lipidiques (Fig. 8, [107]) entre lesquelles se trouve du
sérum physiologique (solution physiologique saline tamponné contenant environ 0.155M
NaCl) [106]. Ces structures lipidiques sont présentes sur la surface d’autres structures du
corps humain, telles que la plévre, le péricarde et le péritoine, en y assurant un glissement
sans effort des tissus [108].

19



Thése M. Corneci, 2012

FS dans la cavité
articulaire

o interfaces
phospholipidiques

\ surface du cartilage
articulaire

Figure 8. Interfaces lipidiques sur la surface du cartilage articulaire — analyse MET [107]

On peut donc conclure que I’empilement des bicouches lipidiques génére des structures de
type interfaces lipidiques (Fig. 8 et Fig. 9), a la fois :
- dans le volume du FS ou celles-ci entourent les vésicules constituées de gel
glycoprotéique ;
- al’interface entre le volume du FS et les surfaces du cartilage articulaire.

Dans ce contexte, des études récentes [251,267] sur le mécanisme de la lubrification
articulaire saine ont montré que les performances tribologiques remarquables (minimum de
frottement et d’usure au niveau du contact articulaire) du FS sain sont dues a sa structure
discontinue (Fig. 9, [41,251]), dont le modéle proposé montre qu’elle est constituée de :

- vésicules (poches) remplies de gel synovial glycoprotéique (constitué d’AH et
protéines, principalement albumine et y-globulines) qui uniformisent les pressions
locales du contact en comblant les rugosités de la surface du cartilage articulaire afin
d’optimiser ainsi la transmission des charges normales ;

- multicouches lipidiques constitués par I’empilement des bicouches lipidiques et ayant
une fonction de localisation du glissement avec un minimum de frottement et d’usure.

Poches de gel glycoprotéique
Multicouches lipidiques

volume FS
volume

FS
} interfaces

phospholipidiques
surface du cartilage

articulaire
Multicouches lipidiques

Monocouche

Bicouches lipidiques empilees
O lipidique

ey

Serum physiologique

Phospholipide
Figure 9. Mode¢le proposé pour la structure discontinue du FS [251]

20



Partie A — Bio-tribologie articulaire

Au niveau d’une bicouche lipidique on distingue les éléments qui la composent :
- des structures de type lipidique (principalement des molécules de phospholipides,
conformément aux résultats présentés dans la Partie B [41])
- des ions bivalents tels que Ca®" ou monovalents, pouvant s’adsorber aux tétes polaires
des lipides et assurant ainsi la rigidit¢ mécanique de la structure.

La présence de bicouches lipidiques empéche 1’effet rhéofluidifiant du gel synovial et
maintient ainsi une viscosité élevée du FS. En outre, des travaux de recherche récents [40,56]
ont mis en évidence la résistance des bicouches lipidiques a la compression et au cisaillement.
Ainsi, ’ensemble de la structure discontinue du FS doit étre prise en compte pour les études
tribologiques car elle est susceptible d'entrainer un mode d'accommodation des vitesses
particulier généré par la présence de structures de viscosités trés différentes.

A.2.3. Hypotheses sur la lubrification limite avec du fluide synovial

Lorsque les charges portantes sont les plus élevées, Les articulations synoviales se déplacent
souvent plus lentement et dans ces conditions seulement un mécanisme de lubrification de
type limite pourrait fonctionner.

Ainsi, le mouvement relatif des surfaces frottantes d’un contact dans le cas d’un régime de
lubrification limite ne favorise pas la formation d'un film de lubrifiant d’une épaisseur
beaucoup plus grande que la rugosité caractérisant ces surfaces. Donc, la seule barriére qui
évite le contact direct entre les deux surfaces du cartilage articulaires composant 1’articulation
synoviale est un film moléculaire adsorbé sur les surfaces du contact qui se forme en
concordance avec la topographie des surfaces. En I'absence du ce film, fortement adsorbée a
la surface et ayant la capacité de régénération sous sollicitations, des interactions directes de
contact entre les surfaces du cartilage favorisent leur dégradation rapide par usure mécanique.

Malgré le fonctionnement souvent en régime limite, plusieurs études ont montré que les
articulations synoviales gardent des coefficients de frottement faibles (de 0.0005 a 0.04 selon
[30,35,76,106,254]).

Pour expliquer ces résultats, plusieurs études ont cherché a identifier quel serait le composant
moléculaire du FS qui peut intervenir en lubrification limite.

Pour identifier ces molécules, des les années *70, des expériences ont été faites en extrayant la
couche moléculaire de la surface du cartilage articulaire et parce que cette couche a été
montrée comme ayant des bonnes propriétés lubrifiantes on I’a nommée « lubricine ».

Afin de la caractériser chimiquement, Swann en 1972 [241] a identifié par électrophorése que
celle-ci est constituée de molécules de type glycoprotéine, nommé « protéine de zone
superficielle (SZP) » ou « protéoglycane 4 » (PRGy), une glycoprotéine de type mucine avec
des forte propriétés actives de surfaces [131,212,242,272]. La lubricine est un polymere
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chargé avec une longueur de contour d'environ 200 nm [274]. Par la suite, celle-ci a ¢été
nommeée « protéine active de surface » (SAP) [130,164,179,243]. Ces découvertes ont depuis
ouvert la voie a la recherche dans le domaine de la lubrification articulaire limite.

Mais avec les avancées des techniques biochimiques, en 2000, Hills et Butler [103,106,236]
ont découvert que les échantillons de FS contenant de la lubricine contiennent aussi des
molécules de phospholipides (SAPLs).

Ainsi, actuellement il existe au moins deux candidats moléculaires qui peuvent étre considérés
comme jouant un rdle actif dans le mécanisme de lubrification limite de surface du cartilage
articulaire:

- les « protéines actives de surface » (SAP) et

- les « phospholipides actifs de surface » (SAPLs).
Ces appellations « actives » sont utilisées pour

- mettre en évidence les excellentes propriétés lubrifiantes de phospholipides et de

protéines ;
- expliquer les coefficients de frottement trés bas obtenus dans la biolubrification limite.

En outre, les SAP et les SAPLs extraites de la couche de surface du cartilage articulaire sont
souvent testées ensemble et c'est cette combinaison, appelée « lubricine » qui a été trouvé
capable de maintenir un coefficient de frottement trés faible [48,130,243]. Les rdles
tribologiques de chacune de ces molécules sont encore débattus.

Récemment, il a été proposé par le groupe de Klein [209,2010] que la protection et la
lubrification limite des surfaces biologiques sont du a un mécanisme similaire a celui observé
pour le cas des brosses moléculaires constituées de polyélectrolytes qui sont chargés dans un
milieu aqueux et sont entourés par une couche de molécules d’eau liée aux groupes polaires
chargés. Ces molécules ont permis d’obtenir des coefficients de frottement trés bas, p
~0.0005, a des pressions allant jusqu'a plusieurs MPa, tels que mesurés par machine a forces
de surfaces (SFA) [208]. Le groupe de J. Israelachvili [274] a également mesuré par SFA des
forces de frottement entre la lubricine (polyélectrolyte biologique naturel) adsorbée sur des
surfaces hydrophiles ou hydrophobes. Les coefficients de frottement a basse pression étaient
plus élevés (u~0,02-0,04), arrivant a une valeur u= 0.2 quand la pression a été supérieure a
0.6 MPa. Cette différence pourait s'expliquer par la trés grande densité surfacique et donc par
la plus grande compacité (de type brosse de polymere) des polyélectrolytes synthétiques testés
par Klein par rapport aux polyélectrolytes biologiques testés par Israelaschvili. Une
interprétation possible est que des coefficients de frottement élevés peuvent étre obtenus
lorsqu’on ¢étudie des polyélectrolytes biologiques probablement en raison des effets
d'interpénétration et de réarrangement de la couche de lubricine.

In vivo, les faibles concentrations de polyélectrolytes (par exemple 250 mg/ml [274] dans 1,1
ml de FS pour le cas d’une articulation du genou sain) et la grandeur des surfaces frottantes
biologiques (~ 121 cm? pour les cartilages articulaires du genou [88,154]) suggérent que la
conformation moléculaire ne permet pas de former des brosses denses adhérentes a la
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surfaces. Par conséquent, les faibles coefficients de frottement in vivo ne semblent pas étre
expliqués par la lubrification limite des polyélectrolytes. En outre, les progreés de la
caractérisation biochimique de la lubricine indiquent que sa structure moléculaire est
semblable a la vitronectine et a I’hémopéxine [212]. La vitronectine confere a la lubricine le
role de molécule adhésive, celle-ci manifestant une forte affinit¢é (donc adhésion) avec
I’agrécane de la matrice du cartilage articulaire [212,232] et avec les bicouches lipidiques du
FS [232]. Ainsi, des résultats d’études récentes menés au laboratoire (thése D. Mirea, 2011),
couplant ces polymeéres biologiques a des leviers AFM et les forcant a entrer en contact avec
des bicouches lipidiques indiquent des probabilités d’adhésion de 56.5% [170] et 82.9% [171]
entre la mucine (substitut de lubricine car celle-ci n’est pas commercialisée) et les bicouches
lipidiques. La partie hémopéxine confére a la lubricine des propriétés anty-oxydantes [248],
ainsi elle aurait un rdle protecteur contre 1’oxydation biochimique des lipides [248] qui
empécherait ainsi leur dégradation et donc la destruction de la structure du FS, se qui
affecterait le fonctionnement tribologique articulaire.

D’aprés ces résultats (qui montrent une tres forte affinité entre la lubricine et les bicouches
lipidiques) et les constats scientifiques sur I’interaction de la lubricine avec les molécules
constituant la matrice du cartilage articulaire et la faible concentration dans le FS il est
possible que la lubricine, au lieu de former des brosses de polyélectrolytes denses qui
localisent le frottement (Fig. 10a), s’étende sur la surface frottante du cartilage ayant ainsi un
role d’accrochage et de protection pour les bicouches SAPLs empilées a I’interface avec le FS
(Fig. 10b). Ainsi, la lubricine, comme protéine de surface [223,224] assurerait la stabilité
structurale jouant un réle d’adhésif moléculaire [212] entre les bicouches lipidiques de SAPLs
et la surface frottante du cartilage articulaire, ainsi qu’entre les bicouches et le gel synovial
glycoprotéique du volume de FS, protégeant les surfaces du cartilage articulaire.
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Figure 10. Deux conformations et roles possibles de la lubricine (lubrifiant limite dans I’articulation
synoviale) sur le cartilage : (a) brosses denses de polyélectrolytes ; (b) molécule d’adhésion et
protection des bicouches lipidiques (SAPLSs)

Les recherches de Batchelor et Stachowiak (1996) [11] ont conclu que les assemblages
moléculaires constitués par les SAPLs et les glycoprotéines ont un role important dans la
lubrification des articulations synoviales et les travaux de Murakami et al. (1998) [180] et de
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Forster et Fisher (1999) [78] soutiennent également la capacit¢ de lubrification limite des
différents constituants du FS, y compris des SAPLs.

Plus encore, les recherches de Hills [102] suggérent que les SAPLs constituent I'ingrédient
essentiel de la lubrification limite des articulations. Transporté a la surface du cartilage dans le
FS, les SAPLs y formeraient une interface entre la surface articulaire et le volume de FS (Fig.
11) [107] grace a leur capacité d’auto-assemblage en bicouches (planes ou courbées) [246].
Cette interface, constitué de multicouches lipidiques (Fig. 9, [251]) assurerait une
lubrification limite lorsque les surfaces articulaires devraient normalement tre « en contact ».
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Figure 11. Schéma représentant une couche de SAPLs adsorbée sur la surface articulaire [107]

Mais le mécanisme fondamental a I’échelle moléculaire de cette remarquable biolubrification
n’est peut étre pas si différent de celui de lubrification interfaciale dans le cas des brosses de
polyélectrolytes greffées sur les surfaces frottantes [208] ou dans le cas des surfaces frottantes
en mica, chargées électriquement en présence d’une solution aqueuse d’ions (Na"). Dans ce
dernier cas, un role majeur dans le mécanisme de lubrification revient aux spheres
d’hydratation [98] formées par 1’organisation de molécules d’eau autour des ions (Fig. 12,
[30,42]).

sphéres d'hydratation

solution
aqueuse 4 10° sec| D
d'ions (Na*) i : il i

0.7nm

Figure 12. Représentation schématique du mécanisme de lubrification par ions d’hydratation [d’aprés
143]

La présence de ces sphéres d’hydratation assure, suite a I’échange trés rapide (10° s, [144])
des molécules d’eau entre 1’eau libre interstitielle et 1’eau d’hydratation, des propriétés
lubrifiantes remarquables par un mécanisme de « roulement a billes» (« ball bearing », [144])
et des coefficients de frottement trés faibles, de 1’ordre de 0.0015 [30]. De plus, les études
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récentes par SFA de Klein et al. [83,90] ont mis en évidence le role des interfaces lipidiques
obtenues a partir de vésicules (liposomes de PC) dans la réduction de frottement, avec des
valeurs du p d’environ 2x107 pour une pression moyenne allant jusqu’a 12MPa.

Dans ce contexte, alors que se poursuivent des discussions actives scientifiques
(mais parfois aussi historiques et communautaires) sur le role des protéines et/ou
des lipides SAPLs dans la biolubrification articulaire, dans cette these on a choisi
d’étudier le réle des interfaces SAPLs dans la biolubrification articulaire limite.

Comme nous I’avons dit, les moyens d’expérimentation in vivo étant insuffisants
pour étudier le fonctionnement tribologique des assemblages moléculaires, il est
nécessaire de réaliser des expérimentations ex vivo. Afin de garantir le
« réalisme » des résultats obtenus par rapport a la réalité biologique, ces
expérimentations nécessitent de reproduire ex vivo les spécificités du
fonctionnement articulaire, a I’aide d’un modeéle tribologique ex vivo.

25



Thése M. Corneci, 2012

A.3. Modéle tribologique ex vivo d’une articulation saine

Afin de surmonter les difficultés d’expérimentation liées a des problémes de conservation
caractérisant les matériaux vivants pour étudier le comportement tribologique des interfaces
de type SAPLs, il est nécessaire de reproduire ex vivo par un modéle tribologique (Fig. 13) le
triplet tribologique articulaire (décrit dans 8A.2.1. et Fig. 3) en utilisant des matériaux
synthétiques. Ces matériaux permettent une simulation réaliste des caractéristiques
mécaniques, physico-chimiques et structurales du triplet tribologique articulaire, en revanche
aucun matériau synthétique ne peut reproduire les compensations biologiques caractérisant le
milieu vivant (ex. : la synthése des macromolécules, le remodelage structural etc.).

| lN
Mécanisme

=l bicouches
lipidigues

Figure 13. Schéma du modéle tribologique ex vivo d’une articulation synoviale

Ainsi, le modéle tribologique ex vivo définit dans cette partie est constitué¢ d’un mécanisme
modele et de 1% et 3°™ corps modéles, présentés ci-dessous.

A.3.1. Choix du mécanisme modele

Tel que précisé dans le 8A.2.1.1, dans cette thése nous avons choisi d’étudier le
fonctionnement articulaire dans le cas du régime de lubrification limite.

Les conditions mécaniques restrictives caractérisant le régime limite (fortes pressions locales
au niveau du contact et tres faibles vitesses relatives), imposent des sollicitations locales qui
permettent que les effets de portance hydrodynamique soient négligeables, de sorte que le role
des composants moléculaires (les interfaces SAPLs) soit mis en évidence et exacerbé.

On impose donc un régime de lubrification limite, avec une pression de contact de quelques
dixieémes de MPa et une vitesse relative de quelques mm/s, parameétres qui n’influencent pas
I’évolution de coefficient de frottement, tel que validés dans la partie C. Ces paramétres sont
un compromis expérimental pour bien visualiser le contact pendant des essais de frottement,
tout en restant dans un régime de lubrification limite.
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A.3.2. Choix des 1°"° corps modele

Dans le 8A.2.1.2 nous avons indiqué que pour étudier ex Vivo le comportement tribologique
d’une articulation synoviale, il est nécessaire de reproduire ex Vivo les propriétés poro-
¢lastiques du cartilage articulaire. Les manipulations de prélevement de cartilage affectent la
structure complexe du cartilage, et notamment détruisent la membrane collagénique présente
a sa surface. En outre, il perd ses propriétés vivantes quand il est soumis a des essais
tribologiques de longue durée, ce qui emmene les chercheurs a s’orienter vers des matériaux
non vivants pour trouver un substitut de cartilage articulaire, qui respecte le mieux possible
ses propriétés mécaniques et physico-chimiques. Ainsi des matériaux synthétiques tres
hydrophiles de type hydrogels [43,80,85,113] : polyalcool vinylique (PAV), hydroxy-éthyl-
méthacrylate (HEMA, [26,80]) sont actuellement utilisés comme modéles expérimentaux du
cartilage articulaire.

Parmi les matériaux synthétiques de type hydrogel proposés pour simuler ex Vivo ces
propriétés mécaniques du cartilage articulaire, notre choix s’est porté sur I’hydrogel de type
hydroxyéthyl-methacrylate (HEMA) [25,26] de fait que sa structure (Fig. 14, [251]) et ses
propriétés mécaniques (Tableau 2, [251]) sont trés proches de celles du cartilage articulaire.

Ainsi, ’hydrogel HEMA présente des chaines polymériques de méthacrylate qui forment des
réticulations éthyle représentées par des structures de type hydroxy-éthyle, hydrophiles de
faite des groupes HO™ qu’elles contiennent. Cette structure est comparable a celle du cartilage
articulaire qui présente des fibres collageéniques réticulées par des assemblages moléculaires
de type protéoglycane (gel), contenant des groupes hydrophiles (charges négatives de type
SOs3™ et COO’) qui lui confére un caracteére hydrophile.

Quand I’hydrogel HEMA est hydraté dans une solution tamponnée de NaCl (150mM), au pH
physiologique (pH ~7), son module d’¢lasticité en compression est d’environ 0.5 MPa et sa
perméabilité pour ’eau ~ 10™'® m*/N.s (pour une épaisseur de 1 mm de matériau soumise a
une différence de pression hydrostatique de 2 MPa) [251].

Fibres Chaines Méthacrylate (MA)

Gel Réticulation Ethyle (E)

Groupes Groupes hydrophiles type
hydrophiles hydiexyl (H}

Figure 14. Schéma de la structure du cartilage articulaire et d’hydrogel HEMA [251]
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Tableau 2. Comparatif des propriétés du cartilage articulaire et d’hydrogel HEMA (solution tampon
de NaCl, 150mM [251])

Propriétés Cartilage [176] Hydrogel HEMA [168]
Module d’¢lasticité en
compression (MPa) 0.5-1 0.2-09
Coefficient Poisson 02-04 -
Concentration en eau (w%) Couche externe ~20
. ~75

Couche interne ~70
Perméabilité d’origine 16 15 16
physico-chimique (m*/Ns) 1077 -10 10

On comparant les propriétés mécaniques décrites dans le tableau 2, on peu constater leur
similitude pour le cartilage articulaire et ’hydrogel HEMA.

Les caractéristiques du milieu d’hydratation influencent les caractéristiques mécaniques
d’hydrogel HEMA [25], nous avons choisi comme milieu d’hydratation un milieu salé
tamponné, avec un pH stable de 7.2 et 150 mM NaCl (voir partie C), caractéristiques
semblables au sérum physiologique.

Afin de répondre a la nécessité de visualiser in situ le contact pendant les essais tribologiques,
une surface en verre transparent a été choisi comme contre-face au 1 corps modéle pour le
cartilage articulaire (Partie C et Fig. 13).

Comme modele du cartilage articulaire on a utilisé I’hydrogel HEMA issu des ébauches de
lentilles cornéennes en HEMA semi-rigides (don généreux de la société Corneal Industrie,
France), dont la macro géométrie (Fig. 13) présente une partiec bombée permettant la
localisation de la zone du contact lors des essais tribologiques (voir Partie C). De plus, la
rugosité de la surface HEMA est trés faible (quelques nm rms) par rapport a la rugosité du
cartilage naturel (quelques pm rms) et cette différence a rendu possible 1’étude du
comportement tribologique des interfaces lipidiques tels que décrites ci-apres.

A.3.3. Choix du 3°™ corps modéle

En rapport avec la structure discontinue du FS (décrite dans le 8A.2.2.2) et les objectifs fixés
pour les études présentés dans cette thése (cf. §A.2.4) comme modéle ex vivo pour le 3™
corps, on a choisi les interfaces phospholipidiques SAPLs constituées de deux bicouches
phospholipidiques de trés faible épaisseur (5 nm) adsorbées sur les surfaces des 1 corps
hydrophiles, entre lesquelles se trouve une couche aqueuse (Fig. 15).

RO

couche aqueuse

™

Figure 15. Schéma sur la structure du 3™ corps modéle

5nm

bicouches
lipidiques
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A.4. Pathologies articulaires

Les fonctions du FS et le bon fonctionnement articulaire assurés par I’action du FS en
tant que lubrifiant articulaire (fonction assurée principalement par ses composants) sont
gravement perturbées en cas de diverses pathologies articulaires [17,58,73,99].

L’arthrose constitue un processus dégénératif chronique non inflammatoire affectant
primairement le cartilage articulaire puis les autres composants d’une articulation synoviale :
la membrane synoviale, puis I’os et les tissus péri-articulaires [219].

Actuellement 1’arthrose n’est plus considérée comme une conséquence directe du
vieillissement mais plutot comme étant due a 1’interaction de facteurs divers et
multiples, a savoir des facteurs génétiques, métaboliques, mécaniques physico-
chimiques et biologiques affectant I’articulation malade [31,247].

Ces facteurs (Fig. 16), déclenchent une activation et une prolifération anormale des
chondrocytes [50] qui détermine une dégradation progressive du cartilage articulaire
générant a la fois :

- D’usure et I’augmentation de la rugosité de la surface articulaire qui active et
favorise 1’action des enzymes de type ALP qui, en présence des interfaces
phospholipidiques favorisent la minéralisation locale et 1’auto-entretien de
processus d’usure ;

- la modification de la perméabilité de I’eau et des ions au niveau du cartilage
articulaire, ce qui détermine ainsi une variation du pH et de la concentration
ionique, favorisant l’action d’autres enzymes pathologiques agissant sur les
interfaces phospholipidiques de FS.

Ainsi, afin de comprendre le r6le des interfaces phospholipidiques dans le
fonctionnement tribologiques des interfaces phospholipidiques il est
absolument nécessaire de comprendre I’influence que ces facteurs
(mécaniques, physico-chimiques et biologiques) ont sur [I’intégrité des
interfaces contenues dans le FS.

A.4.1. Facteurs mécaniques caractérisant les pathologies articulaires

Suite aux sollicitations locales défectueuses en cas de pathologies de type rupture de ligament,
ménisques ou fracture du cartilage, il y a des accumulations de contraintes mécaniques qui
génerent la fissuration et I’endommagement des cartilages articulaires, avec une modification
de la rugosité locale suite a 1’usure de la surface du cartilage (Fig. 1 - Introduction) et donc du
fonctionnement tribologique caractérisant une articulation synoviale saine.
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Le processus de dégradation du cartilage semble susceptible d'inclure a la fois des facteurs
«mécaniques» et «biochimiquesy, qui peuvent interagir [31,82].

Articulation Articulation
saine pathologique

facteurs muitiples

activation et prolifération anormale
des chondrocyles
1
dégradation du cartilage arficulaire
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Figure 16. Paramétres caractéristiques des pathologies articulaires agissant directement sur les
interfaces phospholipidiques contenues dans le fluide synovial.

Du point de vue mécanique, le cartilage est un matériau soumis a des charges
répétitives et a des mouvements relatifs. Des microlésions pourraient donc s’accumuler
et conduire a des phénomenes de rupture par fatigue. Ce mécanisme peut expliquer la
détérioration du cartilage articulaire, qui a une capacité¢ limitée de régénération. En
général une personne fait 2 a 3 millions de pas par an, et ainsi le cartilage doit sans
doute résister a plus de 100 millions de cycles de charge pendant une durée de vie
(méme 160 millions de cycles pour le cas des personnes dont la durée de vie et
d’environ 80 ans), ce qui corresponds a une durée de vie infinie en termes de conception
technique. Dans une telle situation, un trés petit changement dans les conditions locales
de contact peut avoir un effet trés important sur 1’évolution de sa structure [221].

Parmi ces facteurs, on a choisi d’étudier dans cette thése I’influence des faibles
variations de la rugosité du cartilage articulaire sur le role et I’évolution des
interfaces SAPLs en cas de pathologie articulaire. Nous sommes conscients que
ce parametre est probablement de moindre importance que I’apparition de
microlésions mais il est facilement contrdlable au moins sur I’'une des deux
surfaces de notre triplet tribologique (le verre).
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A.4.2. Facteurs physico-chimiques caractérisant les pathologies articulaires

La perturbation pathologique de I’équilibre entre les mécanismes de synthése et ceux de
résorption du FS peut modifier sa concentration moléculaire et ionique, modification qui
augmente la différence de pression osmotique entre le cartilage et le FS ce qui génére une
migration anormale d’eau et d’ions positifs entre ces deux structures et induit un changement
des propriétés physico-chimiques locales (variation du pH et de la concentration ionique) et
mécaniques du cartilage.

L'opinion qui prévaut souvent dans la littérature est donc que les SAPLs jouent un role
déterminant dans le fonctionnement articulaire et que les structures qu’elles forment se
déprécient en qualité et quantité lorsque le cartilage se transforme suite au développement
d’une pathologie articulaire [109]. La dégénérescence est souvent associée a des changements
dans le pH du FS ce qui a des effets concomitants sur I'état de la mouillabilité de la surface du
cartilage et affecte ainsi la formation et le maintien des assemblages lipidiques assurant le
fonctionnement articulaire sain.

Parmi ces facteurs, on a choisi d’étudier dans cette these I’influence de la
variation du pH et de la concentration ionique sur le réle et I’évolution des
interfaces SAPLSs en cas de pathologie articulaire.

A.4.3. Facteurs biologiques caractérisant les pathologies articulaires

Le cartilage articulaire sain est en perpétuel renouvellement, avec des phases de
destruction/dégradation compensées par des phases de reconstruction/régénération. Les
chondrocytes présentes dans sa structure assurent ce remodelage régulier du cartilage
qui est soigneusement controlé : dans la phase de destruction/dégradation, les
chondrocytes assurent la sécrétion des enzymes de dégradation tandis qu’au cours des
phases de reconstruction/régénération, les cellules du cartilage effectuent la synthése de
collageéne et de protéoglycanes [175,176,251].

Toutefois, 1’étiologie exacte de 1’arthrose est loin d’étre complétement comprise car
c’est une maladie résultant de plusieurs mécanismes physiopathologiques (Fig. 17 et Fig.
18, [44,125,150]) dans lesquels les facteurs locaux et systémiques, ainsi que les
déclencheurs sont en interaction biomécanique [1,7,32,7,269].
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I'inflammation de la membrane synoviale et la formation des excroissances osseuses [269].
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Dans ce contexte, I’arthrose peut se définir comme un défaut de tentative de réparation du
cartilage endommagé [140,222]. En effet, suite a la dégradation du cartilage, des débris
peuvent rester dans ’articulation (Fig. 18), irriter la membrane synoviale, stimuler les
cellules du systéme immunitaire qui s’y trouvent et aboutissant ainsi a la synthese de tres
nombreux médiateurs inflammatoires [28]. Cette inflammation déclenche la libération
d’enzymes* (voir 8A.4.2) capable de détruire aussi bien la structure du cartilage que les
interfaces phospholipidiques présentes dans la structure du FS [82,140,214]. Il a été montré
que les interfaces SAPLs du FS sain sont modifiées a la fois sur la surface/ du cartilage
articulaire (donc a I’interface avec le FS) et respectivement dans le volume du FS, avec
des conséquences importantes pour le fonctionnement sous charge et la lubrification de
I’articulation malade. Ces modifications des interfaces des SAPLs peuvent étre déterminées
par des modifications de la :

- synthése des lipides (avec un changement de leur composition de fait qu’il y a plus de

lipides issus du sang) ;
- structure lipidique par des effets enzymatiques.

A.4.3.1. Modification de la synthése des lipides

Parmi les facteurs générant la modification de la synthése lipidique, on a choisi d’étudier dans
cette thése
- la variation de la composition des interfaces SAPLs au cours des pathologies
comme I’OA (voir Partie B) ;
- Dinfluence de cette variation sur leur rdle et évolution en cas de pathologie
articulaire (voir Partie C).

A.4.3.2. Role et action des enzymes dans les pathologies articulaires

Des modifications dans le profil des composants du FS, principalement de ’AH et des
lipides suite a 1’action de divers enzymes de types hydrolases et lipolytiques sont
maintenant connues pour se produire dans le cadre de 1’évolution pathologique d’une
articulation synoviale.

A titre d’exemple, il a été établi que la peroxydation des lipides du FS participe a la
physiopathologie articulaire et notamment a la production d’épanchements
inflammatoires [52,156,262] ce qui détermine une augmentation du volume de FS qui
influence son fonctionnement tribologique.

Les principaux enzymes qu’on peut distinguer lors de 1’évolution d’une pathologie
articulaire liées au fluide synovial sont: les phospholipases, la hyaluronidase, et la
phosphatase alcaline. Leur mécanisme d’action sera détaillé par la suite de cette section.

"
Une enzyme est une protéine qui joue un réle de catalyseur biologique, c'est-a-dire de composé qui facilite une réaction biochimique sans
en modifier les produits. Les enzymes agissent a faible concentration et elles se retrouvent intactes en fin de réaction.
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A.4.3.2.1. Les phospholipases

Lors du fonctionnement d’une articulation synoviale saine, le systéme de lubrification
s'adapte en permanence par remodelage. Dans ce processus, assuré dans le cas sain de telle
manicre que la lyse (élimination biologique) des composants du FS et particulierement des
SAPLs est en équilibre avec la synthése (sécrétion) de nouvelles molécules dans le FS et des
enzymes de type phospholipases (notamment la PLA,, sécrétée dans le FS par les
synoviocytes , les chondrocytes et les ostéoblastes [257]), qui sont probablement responsables
de I’hydrolyse des SAPLs [200]. Cette action sur les SAPLs détermine la production de
nouveaux types de molécules, avec une conformation différente et ainsi I’organisation en
bicouche des interfaces lipidiques articulaires pourrait étre détruite.

Les mécanismes impliqués dans 1’homéostasie’ d’une articulation saine sont donc trés
complexes et ils se compliquent encore lors d’événements pathologiques [227,270]. On
suppose que, dans le cas des pathologies articulaires se produit un déséquilibre entre la
sécrétion et I’élimination des composants du FS [151,226], or, la présence de la PLA; dans le
FS lorsque elle est mal contrdlée constitue une menace pour la continuité et 1’intégrité des
assemblages lipidiques (Fig. 15) [21,93,169,239,261] et donc pour sa structure discontinue
caractérisant le FS sain [251].

Les phospholipases [190,263] représentent un groupe d’enzymes solubles dans 1’eau qui
catalysent la réaction d’hydrolyse des liaisons ester dans la structure des PLs [82,169] dont la
plus étudiée est la PLA,, responsable de I’hydrolyse en position sn-2 des PLs (dont le plus
abondant dans les membranes biologiques est la phosphatidyl-choline, PC) [199,205,256].
Suite a cette action enzymatique, 1’intégrit¢é des couches lipidiques est atteinte et la
lysophosphatidylcholine (lyso-PC), une des molécules « messagere » dans I’inflammation
articulaire, est libérée [63,82,200,220] tout comme des acides gras, principalement de 1’acide
arachidonique (AA) (voir Fig. 37, § B.2.4) [168]. La lyso-PC agit comme un agent
chémostatique au site d’inflammation favorisant ainsi la réaction inflammatoire locale
[87,168] tandis que I’AA libéré représente un précurseur essentiel pour la biosynthése des
médiateurs d’inflammation divers de type eicosanoides y compris les prostaglandines,
tromboxanes, et les leucotrieénes [13,53,60,63,153,177,211,256].

Un des types majeurs de PLA; et celle de groupe IIA, une PLA; « sécrétée » [91]. Les études
montrent que cette enzyme a été purifiée a partir des FS des articulations atteintes de RA
[145]. L'enzyme s'accumule a des niveaux ¢élevés dans la cavité articulaire dans le cas des
patients atteints de polyarthrite thumatoide [201,202]. De plus, Vadas et ses collaborateurs
[258] ont montré que l'enzyme purifiée a partir du FS, une fois injectée dans une articulation,
peut causer des modifications inflammatoires aigués et prolifératives subaigu€s au niveau des
structures articulaires. En outre, des études in vitro ont montré une synthése accélérée des
prostaglandines par la membrane synoviale atteinte de RA [21] et une augmentation de

" Les synoviocytes humains sont capables de libérer de la PLA, dans l'espace extracellulaire synovial aprés stimulation par l'interleukine 1
(IL-1), une cytokine qui se retrouve en grande quantité dans le FS d’une articulation atteinte par la RA [86] ;

T L’homéostasie représente la constance du milieu intérieur, un processus par lequel un organisme vivant maintient constantes les conditions
internes nécessaires et surtout indispensables a la vie cellulaire.
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I’accumulation des acides gras (principalement I’AA) dans le cartilage articulaire atteint d’OA
[155] entrainant une promotion de la résorption osseuse et la destruction du cartilage
articulaire [214]. Ces produits entrainent a la fois une vasodilatation de la membrane
synoviale (ce qui en résulte une perméabilité et une perfusion accrues de la membrane
synoviale, permettant ainsi aux lipoprotéines plasmatiques d’entrer plus facilement dans la
cavité articulaire) et un déclenchement des processus inflammatoires qui aboutissent a la
destruction des articulations en cas d'arthrite [22,51,75,93,205,217,239,261].

Phospholipase A, conditionne aussi 1'hydrolyse des acides gras nécessaires a la biosynthése
des prostaglandines et leucotrienes appelées eicosanoides ce qui a les mémes conséquences
[75].

De ce fait, le role de la PLA, dans le processus d’inflammation a été intensivement
étudié [81,82,207,236,270,273]. La littérature récente montre que l'activité de la PLA,,
I'enzyme qui catalyse la génération de lysophospholipides (lyso-PLs) a partir de PLs, est
nettement plus accentuée dans les FS et les sérums de patients atteints de RA et 'OA a
la différence de donneurs sains [27,128,202-204] et que des résultats comparables ont
¢té observés dans les études sur des chiens atteints d’OA [189].

Modification de la structure du FS suite a I’action de la PLA,

Différentes études biologiques ont montré que dans le cas des pathologies articulaires,
I’enzyme PLA,; est activée par la présence des radicaux libres [183]. Suite a I’action de cette
enzyme, se produit la destruction des couches lipidiques et en conséquence, celle de la
structure caractéristique du FS sain, principalement celle des poches de gel glycoprotéique
(Fig. 19a). Ce phénomene peut étre corrélé avec une baisse de la viscosité du FS: les
molécules d’AH sont étirées suivant la direction de cisaillement puis dépolymérisées suite a
I’action des hyaluronidases (Fig. 19b). Il y a alors contact direct entre les rugosités du
cartilage ce qui géncre la dégradation et I'usure des surfaces frottantes de cartilages
articulaires (Fig. 19¢).
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Figure 19. Schéma reprise de Nitzan et al. [183,251] concernant 1’évolution des modifications
pathologiques au niveau articulaire : (a) destruction de la structure caractéristique du FS sain; (b)
dépolymérisation de I’AH ; (c) destruction du film lubrifiant avec contact direct possible entre les
surfaces du cartilage articulaire
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A.4.3.2.2. La hyaluronidase

Le haut poids moléculaire de ’AH (4 4 5x10° Da) lui interdit de pénétrer dans les couches
profondes du cartilage articulaire. L'AH synthétisé¢ par la membrane synoviale est en partie
dépolyméris¢ a D’intérieur de I’articulation synoviale, puis complétement au sein de la
membrane synoviale qui posséde une enzyme caractéristique, la hyaluronidase [126].

La hyaluronidase est une enzyme diminuant la viscosité des milieux riches en AH ; elle a
pour fonction de détruire I'AH, et dans le cas du tissu conjonctif, permet ainsi aux bactéries et
autres agents agresseurs d'y pénétrer plus facilement. En thérapeutique, elle est utilisée pour
faciliter la diffusion de certains principes actifs dans la peau et dans le tissu conjonctif [120].

On observe une augmentation de la concentration synoviale d'AH avec 1’dge et une
diminution de son poids moléculaire. Au contraire, dans le cas des pathologies articulaires, on
note une diminution aussi bien de la concentration et du poids moléculaire de I'AH du FS
(Tableau 3, [19.97]). Ainsi, la variation des concentrations de diverses molécules composant
le FS peut étre différente dans le cas de vieillissement et dans le cadre d’une évolution
pathologique de la maladie. Ces différences de variation (2 la hausse comme a la baisse,
Tableau 3) sont utiles afin d’établir si la diminution des performances articulaires est di
simplement au vieillissement ou bien a cause d’un état pathologique local.

Tableau 3. Evolution de la dégradation de cartilage (vieillissement naturel vs ostéoarthrose) [19,97]

Composant articulaire Vieillissement Ostéoarthrose
Contenu en eau ! 1
Module d’¢lasticité ) l
Concentration PRG - 1
Dégradation PRG ! ™
Concentration AH 1 !
Dégradation AH ! L

Ces modifications sont d'autant plus importantes que l'inflammation articulaire est plus
intense :

- ainsi, le poids moléculaire de 1'AH dans le cas d’un FS rhumatoide est bas ou
subnormal selon divers auteurs, mais c'est surtout sa concentration dans le FS qui est
faible [158] ;

- dans le cas d’une arthrose, le poids moléculaire de I'AH est diminué de fagon tres
variable, de 0,5 a 4 x 10° Da, ainsi que sa concentration, d’environ 0.8-2 mg/ml [94].
Ces «déficits» en concentration et en poids moléculaire sont la conséquence de
multiples facteurs: dilution du FS par exsudation plasmatique* ce qui diminue la
concentration, anomalies de la synthése de 'AH (synthése d'un AH moins polymérisé)
[19], plus ou moins associées a une dégradation accélérée des molécules de poids

" L’exsudation plasmique = fuite du plasma vers les tissus, assurée par des médiateurs de la réaction inflammatoire et favorisée par
I'écartement des cellules endothéliales des capillaires ;
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moléculaire normal par 1’action des radicaux libres” (les molécules d'AH présentes
dans l'articulation sont donc beaucoup plus petites, ce qui diminue les propriétés
rhéologiques du FS) [9,186,210,251].

L'AH est largement responsable de la viscosité et de 1'¢lasticit¢ du FS et il joue un role
indirect mais trés important dans la lubrification de type limite qui caractérise le
fonctionnement normal d’une articulation synoviale par la protection des molécules de SAPLs
contre ’action de la PLA;. La diminution de sa concentration et de son poids moléculaire
dans une articulation pathologique concourt donc a l'augmentation des phénomenes
inflammatoires synoviaux et donc a I'aggravation de I'agression du cartilage (Fig. 19).

A.4.3.2.3. La phosphatase alcaline (ALP)

La phosphatase alcaline (ALP) (Fig. 20, [114]) est une enzyme de type hydrolase, responsable
de la suppression des groupes de type phosphate a partir de nombreuses structures
moléculaires, y compris les PLs. Le processus d'¢limination du groupement phosphate est
appelé déphosphorylation. Comme leur nom l'indique, les phosphatases alcalines sont les plus
efficaces dans un environnement alcalin. L’enzyme mesure 5 & 10 nm et a des sites actifs
d’action séparés de 3 nm [119]. Pour son action enzymatique, I’ALP agit en présence de
cofacteurs métalliques activateurs tels que les ions de Ca*", Mg*", Zn*" [118]

Figure 20.
Diagramme en ruban (couleur « arc en
ciel », partie N-terminale = bleu, partie
C-terminale = rouge) de la structure
dimérique de la ALP bactérienne [114]

L’ALP est indispensable a la minéralisation de I’0s, car I’ALP agit sur le pyrophosphate
inorganique (PP;) et permet ainsi la libération de phosphate inorganique (P;) qui se lie au
calcium (Ca®") pour former des cristaux d’apatite (Fig. 21) [5,117]. Ainsi, dans les
ostéoblastes (cellules osseuses ayant pour but la fabrication du tissu osseux) et les
chondroblastes (cellules dans la structure du cartilage articulaire), existent des vésicules de
calcification, c'est-a-dire de minuscules protubérances des membranes cellulaires, qui
contiennent de I’ALP. Celles-ci se détachent de la cellule et vont dans la matrice osseuse.
Dans la matrice, il y a dépdt de sels de calcium : les cristaux s'agglutinent de telle sorte qu'il
n'y a pas de fracture quand I'os subit des contraintes [12,250].

" Des études récentes ont montré que 1’initiation et la progression de I’OA se doit en partie a I’action intra-articulaire des ROS (reactive
oxygen species, engl.), générant un stress oxidative, capable d’oxyder et en conséquence de modifier la structure des composants articulaires,
principalement le collagen, les PRG et I’AH [89,138,186,247]
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Figure 21. Réactions in vivo pour la formation de I’apatite suite a I’action de I’ALP [117]

En ce qui concerne le FS, parmi les PLs qui s’y trouvent, la phosphatidylserine (PS) [196,271]
a une forte affinité pour les ions de Ca®" [23,29].

De plus, dans les FS atteintes d’OA, ou le pH est basique (Tableau 3), les niveaux d’ALP
augmentent [146,227]. Or, en présence de I’ALP, les interactions entre la PS et les ions Ca®
déterminent 1’activation de processus de minéralisation et donc la précipitation des cristaux de
pyrophosphate de calcium (PPC) dans le FS et sur la surface du cartilage (Fig. 22) [116].

Au cours du mouvement articulaire, la présence de ces cristaux favorisent I’'usure du cartilage
et ’accentuation des symptomes et ainsi 1’aggravation de la pathologie articulaire [121].

Figure 22. Action de I’ALP dans I’articulation synoviale : (a) structure du PPC ; (b, fléche) zone de
minéralisation du cartilage articulaire dans I’articulation de genou ; (C, cercles rouges) dépdt des
cristaux de PPC dans le FS [116,121]

Durant I’examen cytologique des liquides articulaires et péri articulaires, on trouve des
cristaux de pyrophosphate de calcium (PPC) ayant une longueur de 0,5 a 10 um, avec des
formes variées (losanges, parallélépipedes, plus rarement batonnets). Ces cristaux ont une
localisation extra ou intracellulaire et ils sont parfois trés rares (moins d'une dizaine sur une
lame) ou trés petits et échappent ainsi a 1'analyse. Une particularité de ces cristaux est qu’ils
sont encore visibles aprés la coloration des tissus de type May-Grunwald-Giemsa (MGG)
(Fig. 23) [228,122].
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Figure 23. Présence des cristaux de PPC dans la structure du FS, aprés coloration MGG [122]

En terme de durée de vie, ces cristaux peuvent étre présents plusieurs mois apres l'acces
inflammatoire dans un épanchement articulaire. Cliniquement on parle de chondrocalcinose
articulaire (CCA), une affection extrémement fréquente, liée a des dépdts de cristaux de PPC
dans les structures articulaires. On désigne parfois cette affection sous les termes de
"chondrocalcinose articulaire diffuse" (le terme "diffus" permettant d'insister sur le sicge
souvent poly-articulaire des lésions) ou de "synoviochondrocalcinose" (cette définition
soulignant la fréquence des synovites et la présence de cristaux dans la membrane synoviale
et le FS).

Parmi ces facteurs, on a choisi d’étudier dans cette these I’influence de I’action
enzymatique (pour la PLA; et I’ALP, chacune agissant a un pH optimal de 7.4
respectivement 8.2) sur le rble et I’évolution de ces interfaces en cas de
pathologie articulaire.

39



Thése M. Corneci, 2012

A.5. Conclusions

Depuis les années 50 de nombreux travaux cherchent a comprendre les performances
tribologiques remarquables (minimum de frottement et d’usure) du triplet tribologique
articulaire sain ainsi que la perte de ces performances dans le cas des pathologies articulaires.

Les ¢études visant a comprendre les phénomenes liés au fonctionnement des articulations
synoviales humaines sont trés complexes et elles nécessitent une vue d’ensemble sur les
interactions mécaniques, physico-chimiques et biologiques caractérisant les structures
articulaires vivantes.

Les pathologies articulaires sont causées par une multitude de facteurs (mécaniques, physico-
chimiques et biologiques) qui générent la rupture de I’homéostasie articulaire pouvant
provenir du cartilage, de la synovie, de 1’os ou du systéme musculo-ligamentaire.

Les recherches visant a comprendre le fonctionnement tribologique des articulations
synoviales saines ont mis en évidence le role des composants du fluide synovial, notamment
celui des assemblages moléculaires dans la lubrification articulaire. Ainsi, des études physico-
chimiques du fluide synovial ont montré que sa composition moléculaire entraine des
interactions entre le composant lipidique et les composants glycoprotéiques, d’ou la formation
d’une structure discontinue [251] composée de vésicules entourées de multicouches
lipidiques. Donc, un intérét particulier dans cette these est porté aux interfaces
phospholipidiques présentes dans la structure du fluide synovial et a I’interface avec le
cartilage articulaire ; nous nous sommes axés notamment a étudier leur réle et évolution
dans les pathologies articulaires.

Pour se faire, nous avons utilisé un modele tribologique ex vivo, constitué par les interfaces
phospholipidiques SAPLs formées par I’empilement de deux bicouches phospholipidiques
entre lesquelles se trouve une couche aqueuse (Fig. 15).

Avec ce modéle on va étudier I’influence des parametres caractérisant les pathologies
articulaires (a un state trés précoce, quand le cartilage articulaire est trés faiblement usé et
ayant comme origine le fluide synovial) sur le role et I’évolution de ces interfaces. Il s’agit de
parametres :
- mécaniques : les faibles variations de la rugosité des surfaces en contact ;
- physico-chimiques : la variation du pH et de la concentration ionique de la couche
aqueuse ;
- Dbiologiques : la variation pathologique de la composition des interfaces SAPLs et
I’action enzymatique de la PLA; et de I’ALP.
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Partie B.
Partie expérimentale — Analyse lipidomique

des fluides synoviaux pathologiques

Bien que dans la littérature des résultats concernant la composition en phospholipides

des fluides synoviales soient presentés, une analyse en détail de ceux-ci nous a emmenés

a avoir certaines doutes pour des résultats parfois incomplets et en désaccord avec la
realité biologique.

De ce fait, cette partie a pour objectif de caractériser (qualitativement et/ou
quantitativement) le profil des phospholipides et des médiateurs lipidiques de
Uinflammation, présents dans le fluide synovial (FS). Pour ce faire, des échantillons de
fluides synoviaux sain et pathologique ont été analysés.

On présentera d’abord le principe de [’analyse lipidomique et la méthodologie utilisée.
Puis, apres le détail des résultats obtenus, une analyse critique par rapport a la
littérature et les limites expérimentales ainsi que des perspectives en vue d’amélioration

de la technique d’analyse seront également présentés.
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Partie B — Analyse lipidomique

B.1. Objectifs des analyses lipidomiques

Dans le cas de pathologies articulaires, tel que presenté dans la section §A.4. on peut supposer
un changement de la structure des interfaces phospholipidiques contenues dans le fluide
synovial (FS) pathologique suite a 1’action de divers facteurs (mécaniques, physico-chimiques
et/ou biologiques, conformement a la figure 17 - Partie A, reproduite ci-apres). Cette
modification de structure a pour conséquence directe une modification de leurs propriétés
tribologiques.

Articulation Articulation
saine pathologique

facteurs multiples

activation et prolifération anormale
des chondrocytes
L}
dégradation du cartilage articulaire
({structure bi-phasique)
|

' 3 ¥
Phase sclide Phase fluide
£-—1 =3
usure & rugosité perméabilité
FACTEURS
MECANIQUES lons, eau Caractéristiques des
e pathologies amiculaires
activation d'enzymes variation enzymes agissant au niveau des
(ALP) pH, pi (PLA, & PLA) interfaces
| o phospholipidiques
Interfaces FACTEURS
phospholipidiques du FS BIOLOGIQUES
S pa—

inflammation de la membrane
synoviale

ibération des facteurs
inflammatoires

Celles-ci dépendent des deux caractéristiques thermodynamiques des interfaces
phospholipidiques :
e le type de phase des phospholipides qui les composent (phase solide ou fluide) qui
influence leur mobilité locale et implicitement la rhéologie de ces interfaces ;
e la présence de differentes types de « tétes » phospholipidiques (ayant des structures
chimiques variables, voir §B.2.) qui par leur propriétés chimiques locales peuvent
influencer I’accrochage de ces interfaces a la surface du cartilage articulaire

Ainsi, une analyse lipidomique quantitative nous a permit de mettre en évidence et de
quantifier les différentes classes des phospholipides (de type PC, PE, PI, PS, Sph) présentes
dans la composition des fluides synoviaux analysés ainsi que la nature de leurs chaines acyle
(saturés, mono- et poly- insaturés) qui impose la phase des molécules.
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Les propriétés tribologiques dépendent aussi de D’action de diverses enzymes
(principalement celles de type phospholipases) qui sont activées dans le cadre de I’évolution
locale de la pathologie articulaire. Ces enzymes agissent au niveau des structures lipidiques
du FS et générent ainsi la formation des lyso-phospholipides ou de marqueurs de
I’inflammation (LTB4 ou 5-HETE). Plus concrétement, I’infiltration des leucocytes* entraine
la formation de leucotrienes (en particulier LTB4) a partir de I’acide arachidonique (AA,
20:4n-6) [30,82] qui est « libéré » suite a 1’activation de la phospholipase A, (PLA;) lors de
I’inflammation. L’acide arachidonique (AA) devient ensuite substrat d’une autre enzyme (la
5-lipo-oxygénase, Lox) pour former les leucotrienes (LTB4) et [’acide 5-hydroxy-
eicosatétraénoique (5-HETE) (voir §A4.4.2, concernant [’action des enzymes sur les
phospholipides) des composant ayant un role de régulateur de I’activité physiologique, surtout
dans les états inflammatoires [26] d’ou I’interét croissant de les étudier en tant que marqueurs
des pathologies [29]. La présence de ces marqueurs dans les fluides synoviaux pathologiques
analysés a été mise en évidence par une analyse lipidomique qualitative.

Pour mieux comprendre les aspects chimiques présentés dans cette partie, la structure
et les propriétés des phospholipides sont présentés dans le paragraphe §B.2.

Le principe et les techniques d’analyse lipidomique ainsi que les détails concernant la
nomenclature des acides gras qui composent les chaines acyle des phospholipides sont
inclus dans la section « annexes » de ce manuscrit.

B.2. Structure et propriétés des phospholipides

Les phospholipides (lipides phosphorés) font partie de la classe des lipides complexes, cet a

dire des lipides qui contiennent en plus du carbone, hydrogene et oxygene un ou plusieurs
hétéroatomes (azote, soufre et pour le cas des phospholipides, du phosphore).

Les structures cellulaires des mammiféres contiennent plus de 1000 molécules de
phospholipides différentes, cette diversité [72] étant due a une large variété des chaines acyle
estérifié (notés « acides gras » dans la Fig. 25) dans leurs structures, dans les positions sn-/ et
sn-2. De maniére générale, la position sn-/ d’un phospholipide contient des substituents
d’acide gras saturé, tandis que les chaines acyle dans la position sn-2 sont principalement des
especes moléculaire insaturées. [25,40,99].

Les phospholipides sont les composants essentiels des membranes cellulaires et sont donc
présents dans tous les organismes vivants [98]. La principale classe de phospholipides
naturels est représentée par les glycérophospholipides (GPLs). Celles-ci représentent environ
60% (%mol) de la masse lipidique [106], dont majoritairement de PC (45-55%, [40]) et en
quantité suffisamment abondante existent aussi le PE (15-25%, [40]), tandis que le PS et le PI

"
Leucocytes = globules blancs, cellules du syst¢eme immunitaire dont le nombre augmente dans 1’organisme dans le cas d’infection ou de
réaction inflammatoire ;
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existe en générale en petite quantité (2 a 10% PS [99] et <1% PI). Il faut toutefois garder a
I’esprit que dans un organisme multicellulaire, les différentes tissues qui le composent (donc
ayant des cellules différentes) ont des compositions phospholipidiques différentes [40]. Ainsi,
le cerveau et riche en PS comparatif aux autres tissus des mammiféres et en particulier en ce
qui concerne les especes moléculaires contenant comme acide gras insaturé 1’acide
docosahéxaenoic (DHA, 22:6n-3) [55].

Les glycérophospholipides sont composés des esters de glycérol, 2 acides gras (positions
sn-1 et sn-2), un phosphate et un alcool. La structure générale d’un phospholipide est
reportée a la figure 24.

G peaend
phosphate

Hydrephila

Glycdiel —————» i

Hydeophole

Acides gias

Figure 24. Structure générale et représentation schématique de la structure d’un phospholipide [61]

Les phospholipides sont donc des molécules amphiphiles (Fig. 25) [91], constituées :

- d’une «téte» polaire hydrophile (surface moyenne de 50 A2 contenants les
groupements carboxyles -COOH qui ont une forte affinité pour I'eau) composée de
trois éléments qui sont un glycérol, un phosphate et un group alcool spécifique a
chaque type de phospholipide. Ce groupe polaire spécifique peut étre ionique (chargé
positive ou négative), zwitterionique (deux charges opposées), ou neutre.

- de deux «gueues » hydrophobes (notés sn-1 et sn-2) sont composées chacune d’un
acide gras a long chaine (en général saturé en position sn-1 et/ou insaturé en position
sn-2).

Etant donné que les glycérophospholipides portent le nom des groupements alcooliques
présents dans leur structure, selon le type d'alcool, on distingue les classes suivantes de
phospholipides (Fig. 26):

- le phosphatidylcholine (alcool = choline), PC ;

- le phosphatidyléthanolamine (alcool = éthanol amine), PE ;
- le phosphatidylsérine (alcool = sérine), PS ;

- le phosphatidylinositol (alcool = inositol), PI.
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Figure 25. Représentation schématique de la structure d’un phospholipide.
(a) Schéma de la structure complexe d’un phospholipide ;
(b) détail « chimique » de la structure ;
Chaine acyle saturée (c) et insaturée (d), composée d’acide gras et formant les « queux » des phospholipides.
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Figure 26. Différentes types de PLs en fonction de la structure des tétes polaires
(C — choline, E — éthanol amine, S — sérine, I — inositol)

Au pH physiologique’, le PI et le PS sont chargé négativement, tandis que le PE est
zwitterionique ou tres faiblement anionique et le PC zwitterionique (Fig. 27) [98].

: pH physiologique : le pH de sang a I’intérieur des artéres, ayant une valeur de 7,41.

46



Partie B — Analyse lipidomique

E-
[ ] | [ - - |
PR =78 pEE =18 P~ | pEEPR-ERO g =25
LE [ o B EEEEO00N = £F
- = 1 LN
[
i s
5
- . . .
i | ¥ u [ |
L
Ll _:___‘_‘
45 \
-

Figure 27. Evolution de la charge relative des PLs en fonction de la variation de pH [3]

De manicre plus générale, les queues non polaires de la majorité des phospholipides sont
constituées de molécules d’acides gras a longues chaines. Les acides gras varient entre eux
selon la longueur de leur chaine d’atomes de carbone (de 4 a 22) et le nombre de doubles
liaisons entre atomes de carbone qu’ils contiennent. A titre d’exemple, I’acide butyrique
(C4:0), I’acide palmitique (C16:0) et 1’acide arachidique (C20:0) comportent respectivement
une chaine de 4, 16 et 20 atomes de carbone. La plupart des acides gras, comprennent 12 a 24
atomes de carbone (/a nomenclature et la liste d’acides gras les plus courants sont détaillées
en annexe), tandis que dans le milieu vivant, les acides gras composant les phospholipides ont
principalement 16 et 18 carbones.

Plus en détail, une des deux chaines d’acides gras (en général en position sn-2) est insaturée.
(Fig. 25d). Ainsi, un des phospholipides prédominants dans le milieu vivant serait le POPC
(palmitoyl-oléoyl-phosphatydil-choline, 16:0-18:1 PC) composé d’une chaine sn-/ saturée
(dérivée de I’acide palmitique, C16:0) et la chaine sn-2 insaturée, avec une double liaison
(dérivée de I’acide oléique, C18:1) [19,57,78].

De plus, des études sur la distribution des espéces de PC dans le cerveau de rat [1,65] ont
identifi¢ le 16:0—18:1 PC comme I'une des espéces les plus abondantes [92]. En effet, plus de
90% de contenu en acides gras insaturés dans la structure des PLs dans les tissues de
mammiféres a une composition en acides gras contenant majoritairement les acides oléique
(18:1n-9), linoléique (18:2n-6), arachidonique (20:4n-6, AA) et docosahexaénoic (22:6n-3,
DHA)" [18,64,108].

B.2.1. Comportement des lipides dans I’eau

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles, comme la plupart des autres lipides
membranaires. Le pole hydrophobe inclus les deux chaines aliphatiques d'acides gras. On le

" . .
Pour la nomenclature des acides gras voir annexe.
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désigne souvent comme une ""queue' apolaire et on le représente schématiquement par des
lignes en zig-zag. Le pole hydrophile est un ion dipolaire (un zwitterion).

Au pH physiologique (pH = 7.41), dans le cas des cholines, le résidu phosphoryle est chargé
négativement et /‘ammonium quaternaire de la choline est chargé positivement. Ces groupes
interagissent avec l'eau par interactions charge/dipole et liaisons de hydrogéne et rendent
compte du caractére hydrophile de la structure a laquelle ils appartiennent. Le pole hydrophile
est souvent désigné comme la téte polaire de la molécule, symbolisée par un rond ou un
ovale (Fig. 24).

La présence des acides gras insaturés fait que ces lipides ne résistent pas a un milieu oxydant.
De plus, en phase aqueuse, les lipides ont une tendance naturelle a adopter plusieurs types de
phases et cette propriété est appelée le polymorphisme lipidique. Ainsi, I’amphipolarité leur
confére des possibilités d'auto-organisation en milieu aqueux et de former spontanément des
nombreuses phases de morphologie différentes : micelles, liposomes, bicouches lipidiques
etc. (Fig. 28) [52,63]. Toutes ces phases ont en commun la mise en contact des parties
hydrophiles avec I’eau tout en empéchant le contact des chaines hydrophobes avec 1’eau [63].
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Figure 28. Exemple de phases possibles pour les molécules amphiphiles dans un solvant aqueux [90]:
(A) micelles et micelles inverses, (B) bicouches, (C) vésicules, (D) phase lamellaire, (E) phase hexagonale
inverse (arrangement de micelles cylindriques inverses), (F) phase éponge, (G) phase cubique inverse
bicontinue.

Les structures que les PLs peuvent former dans un milieu aqueux dépendent de leur
organisation supramoléculaire (Fig. 29) et notamment du parameétre d’assemblage (engl.
packing parameter, PP) :
PP=V/a*L,,

ou

- L. =longueur de la chaine hydrophobe ;

- a=aire occupée par la téte hydrophile du PLs ;

-V =volume de la partie hydrophobe.
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Figure 29. Organisation supramoléculaire des phospholipides (molécules amphiphiles)

Les PLs s'organisent en structures spécifiques dont les deux plus importantes sont les micelles
et les bicouches. La formation de ces structures dépend largement de l'encombrement
stérique des molécules amphiphiles, c'est a dire de la manicére dont elles occupent I'espace
tridimensionnel (Fig. 30).
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Figure 30. Types d’assemblages formés par les molécules amphiphiles (détergents, phopsholipides)

B.2.2. Propriétés des bicouches phospholipidiques

Plusieurs facteurs peuvent influencer le comportement des lipides dans une membrane
lipidique et donc influencer la membrane lipidique elle-méme. La température est un facteur
important. En effet, chaque lipide pur posséde une température de transition de phase qui
correspond au passage réversible d’un état figé/solide Lg vers un état fluide L, (Fig. 31) [83].
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Figure 31. Schéma de la transition de phase d’une bicouche phospholipidique

Le passage de la phase solide a la phase fluide est une transition qui s’effectue a la
température de fusion T, des lipides. Cette température dépend de la longueur des chaines
carbonées ainsi que de leur degré d’insaturation. L’état Lg est favorisé par des chaines
d’acides gras saturées (la température T,, étant alors plus élevée), alors que 1’état L, est
favorisé par 1’existence d’une ou plusieurs doubles liaisons dans la chaine carbonée (T, est
alors plus basse). Ainsi, celle-ci varie en fonction de la longueur et du degré d'insaturation des
chaines d'acides gras [13,15]. Ainsi, les différents phospholipides sont caractérisés par des
températures de fusion pouvant aller de -22°C pour la 1,2-dioleoyl-phosphatidylcholine
(DOPC, phospholipide avec des chaines symétriques d'acides gras possédant 18 atomes de
carbone et une imsaturation, 18:1 PC) a environ 45°C pour la 1,2-dipalmitoyl-
phosphatidylcholine (DPPC, phospholipide avec des chaines symétriques d'acides gras
saturées et possédant 16 atomes de carbone, 16:0 PC). Contrairement aux phases solides, les
chaines carbonées des lipides en phase fluide sont désordonnées, une plus haute température
permettant le passage ais¢ d’une conformation a une autre et ainsi des mouvements des lipides
au sein de la bicouche en phase fluide (Fig. 32).

déplacement mouvement
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Figure 32. Mouvements des phospholipides au sein d’une bicouche phospholipidique

Concernant ces mouvements des PLs au sein d’'une bicouche, on distingue :

- la diffusion rotationnelle de la molécule lipidique autour de son axe principal
approximativement perpendiculaire au plan de la bicouche (la normale a la bicouche)
et l'oscillation (ou en anglais "wobble") de cet axe rotationnel ; ces deux mouvements
sont caractérisés par des temps de corrélation, de 1'ordre de 10°a 10" s.

- la diffusion latérale des phospholipides dans le plan de la membrane caractérisée par
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un temps de corrélation, de 10° a 107 s. Le coefficient de diffusion latérale est de
l'ordre de 107-10"* cm*/s [24,76].

- la diffusion transversale (bascule) qui est un mouvement extrémement lent, avec un
temps de corrélation de l'ordre de l'heure (voir du jour) selon la nature du
phospholipide considéré. En effet, le passage d'un phospholipide d'une couche a
I’autre apparait énergétiquement non favorable puisque la téte polaire hydrophile doit
traverser le cceur hydrophobe de la membrane. De plus, cela « casse » la fluidité
membranaire. En effet, les PLs ne bougent pas spontanément a travers la bicouche.
Ainsi, un mouvement rapide trans-bicouche des phospholipides (phénomeéne ayant un
temps de corrélation de ’ordre des minutes ou moins) se réalise par une médiation
protéique, dans un processus dépendent d’énergie [47]. La protéine nécessaire a ce
mouvement est la flipase (d’ou le nom de ce mouvement, qui est aussi appelé flip-flop)
[16,69,99].

En plus de I’effet thermique, la transition de phase (Fig. 31) peut étre induite par effet :
- chimique : I’augmentation de la différence de pression osmotique d’une coté et de
I’autre de la couche lipidique favorise la phase cristalline, transition qui augmente la
perméabilité de I’eau a travers la bicouche ;

- mécanique : ’application d’une pression latérale sur la couche lipidique favorise la
phase cristalline (exp. la compression latérale d’'une monocouche lipidique a la surface
de I’eau).

B.2.3. Réaction d’oxydation des lipides

Les principaux facteurs déterminant la durée de vie des lipides sont les réactions d’oxydation
qui peuvent étre classées, selon leur mécanisme (milieu et agent initiateur), en : auto
oxydation (catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres), photo
oxydation (initiée par la lumiére en présence de photosensibilisateurs) et oxydation
enzymatique (initiée par la lipoxygénase et la cyclooxygénase) [50].

Les substrats des réactions d’oxydation sont principalement les acides gras insaturés. Ils
s’oxydent en général plus vite lorsqu’ils sont libres et plus insaturés. Les acides gras saturés
ne s’oxydent qu’a une température supérieure a 60°C, tandis que les acides poly insaturés
s’oxydent méme lors de I’entreposage des produits a I’état congelé. Le principal probléme
posé par ces réactions réside dans la formation de composés volatils d’odeur désagréable
(rancissement) et la formation des peroxydes qui sont des molécules cancérigenes.

Au niveau des organismes vivants, il existe de mécanismes naturels de contrdle de
I’oxydation afin de prévenir la destruction oxydative des lipides membranaires ou présents
dans d’autres structures. La balance entre les facteurs impliqués dans le métabolisme lipidique
(réactions d’oxydation) est maintenue par la régularisation in vivo réalisée par les systémes
pro-oxydants et ceux anti-oxydants. Le probléme principal li¢ a I’oxydation des lipides est la
dégradation de leurs propriétés biochimiques [94].
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En présence de ’oxygene (I’air étant un milieu oxydant) les doubles liaisons contenues dans
la structure des chaines acyle constituant les phospholipides se transforment en un cycle
oxyrane suite a la fixation d’un atome d’oxygéne, puis en présence de I’eau, forme un
diol (double groupe —OH), hydrophile, modifiant ainsi le caractére hydrophobe de la chaine
acyle (Fig. 33).

+0 +H2 8]
L. . AL
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Figure 33. Oxydation des lipides insaturés [22]

En ce qui concerne I’oxydation enzymatique des PLs, la lipoxygénase catalyse 1’insertion
d’une molécule d’oxygene sur un acide gras insaturé¢ (format les chaines acyle des PLs) selon
une réaction stéréospécifique et aboutit a la formation d’hydroperoxydes. Elle agit
spécifiquement sur les acides gras non estérifiés et donc son activité est souvent couplée avec
celle des lipases et phospholipases (Fig. 34).

B.2.4. Action des phospholipases sur les phospholipides

Les phospholipases sont des enzymes qui hydrolysent les PLs [28,71]. Selon le site d’action
de I’enzyme au niveau de la structure des phospholipides on distingue (Fig. 34) :
- Phospholipase A, enléve ’acide gras li¢ a la fonction alcool primaire du glycérol
(position sn-1), libérant un acide gras et un lysophospholipide ;
- Phospholipase A,, enléve I’acide gras li¢ a la fonction alcool secondaire du glycérol
(position sn-2), libérant un acide gras et un lysophospholipide ;
Ainsi, suite a I’action hydrolytique de la PLA, sur la PC (Fig. 35) [75], on obtient la
lysophosphatidylcholine (LPC), qui joue un rdle important dans l'inflammation [28,88], en
agissant comme un facteur chimiotactique sur les sites de l'inflammation et favorisant ainsi la
réaction inflammatoire locale [88] (Fig. 34). L’enzyme de faible PM (environ 14kDa) a une
structure 3D rigide, maintenue par des liaisons bisulfite (-S-S-) [17.57]. Pour son action
catalytique, I’enzyme a absolument besoin de la présence de Ca®" [17,101]. La structure de
I’enzyme ainsi que le complexe d’interaction au niveau moléculaire entre ’enzyme et le
phospholipid sont présentées dans la figure 36;
- Phospholipase B, enléve les deux acides gras liés aux fonctions alcool primaire et
secondaire du glycérol, libérant deux acides gras et un glycérophosphorylalcool ;
- Phospholipase C, intervient sur la fonction ester liant le glycérol et le phosphate,
libérant un diglycéride et un phosphoalcool ;
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- Phospholipase D, lyse la fonction ester entre la fonction acide du phosphate et

l'alcool, libérant un phosphatidate et un alcool.
PLA1
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Figure 34. Sites d’action des phosphohpases [105]
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Figure 35. Action oxydative de la PLA, sur les phospholipides avec libération d’un lysophospholipide
et d’une chaine d’acide gras [28]

Figure 36. Structure de PLA,; (gauche) et interactions moléculaires enzyme-PL (droite) [10]

La réaction inflammatoire se caractérise par une augmentation du flux sanguin et de la
perméabilité des parois vasculaires, par des migrations cellulaires, par une libération locale de
médiateurs et enfin par une phase de résolution. Au cours de ces événements, les médiateurs
de l'inflammation libérés (suite a la dégradation enzymatique des produits résultants de
I’action des phospholipases sur les PLs) vont agir sur des récepteurs spécifiques. De
nombreux travaux [41,58,79] suggerent que les métabolites de l'acide arachidonique (AA)
(eicosanoides) comme les prostanoides, les leukotriénes et les lipoxines jouent un role
important au cours de ces différentes phases de la réaction inflammatoire (Fig. 37).
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Figure 37. Métabolisme de I’AA vers la libération des marqueurs d’inflammation (LTB4, HETE) [62]
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Les effets biologiques de I’AA sont dus essentiellement & sa conversion en de nombreux
métabolites. La libération de ces médiateurs lipidiques varie en fonction du type cellulaire
stimulé. Souvent, la synthése de ces médiateurs nécessite des interactions entre différents
types cellulaires. Un type cellulaire peut fournir le substrat qui sera métabolisé par un autre
type cellulaire possédant un enzyme spécifique pour la synthése d'un eicosanoide. Plusieurs
voies métaboliques comme celles des cyclooxygenases (Cox1, Cox2) et des lipoxygénases
sont responsables de la formation de la majorit¢ des eicosanoides. A partir de l'acide
arachidonique les Cox vont permettre la production de prostaglandines et thromboxane tandis
que les lipoxygénases vont synthétiser les leucotriénes, les lipoxines et les acides
eicosatétraénoiques (HETE, HPETE). Enfin, ces eicosanoides vont activer des récepteurs qui
sont pour la plupart clonés, ils peuvent étre membranaires, cytosoliques ou nucléaires. Ils ont
comme précurseurs l'acide arachidonique, acide gras en C20 avec 4 double liaisons (20:4n-6).
L'acide arachidonique est produit aprés hydrolyse d'un phospholipide membranaire par une
phospholipase (PLA;) (Fig. 37) [26,37,102]. Les médicaments trés courants comme l'aspirine
ou l'ibuproféne qui ont une action antalgique et anti-inflammatoire agissent sur la production
des eicosanoides a partir de I'acide arachidonique (AA).

Suite a 1’action enzymatique de la PLA,, en rapport avec les caractéristiques des molécules
amphiphiles, les lysophospholipides libérés ont plutdt la tendance a s’associer en micelles
(Fig. 30 et Fig. 38) tandis que la chaine acyle d’acide gras peut elle-méme subir des réactions
d’oxydation changeant ainsi son caractére hydrophobe vers des propriétés plus hydrophiles

(Fig. 33).
oL, —>
_—— +
A
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Figure 38. (a) Oxydation enzymatique des PLs et (b) conséquences sur la structure et les assemblages
de phospholipides

Dans ce contexte mais surtout dans le cas d’une pathologie favorisant ces réactions, suite aux
réactions d’oxydation des phospholipides (enzymatique et milieu oxydant), la structure du FS
(Fig. 9) serait modifiée. Par conséquent, suite a 1’oxydation des couches lipidiques du FS,
celles-ci sont solubilisées dans le milieu aqueux, d’ou sa destruction et son inefficacité
tribologique lors des pathologies articulaires.
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B.3. Analyse des FS pathologiques - Méthodologie

Les recherches de ces derniéres années ont émis différentes hypothéses [4,31,42,44,68,73,97]
quant a la substance responsable (seule ou ayant une action synergique) de la lubrification au
niveau des articulations synoviales, caractérisées par un frottement bas et une usure réduite du
cartilage comme nous 1’avons expliqué au chapitre A. Parmis ces substances, les interfaces du
FS constituées de molécules de phospholipides font 1’objet d’études dans le cadre des
recherches contenues dans ce manuscrit.

De plus, en utilisant la chromatographie sur couche mince (CCM), Hills avait conclu que la
phosphatidylcholine (PC) est le plus abondant phospholipide qu’on trouve sur la surface du
cartilage articulaire en y formant des structures empilées. Les phospholipides sont synthétisés
au niveau du fluide synovial par les synoviocytes [97].

Comme nous I’avons expliqué au chapitre A, en tant que fluide biologique, le FS est un
ultrafiltrat de plasma, concentré & travers la membrane synoviale. Ainsi, ¢c’est 1’homéostasie’
entre la production des composants de fluide synovial et leur filtration au niveau de la
membrane synoviale qui assure le comportement tribologique remarquable des articulations
saines : une usure réduite et un frottement trés bas au niveau du contact articulaire [60].

Pourtant, dans le cas des pathologies articulaires (I’arthrite, 1’arthrose ainsi que le
remplacement d’une articulation non fonctionnelle par un implant articulaire) on constate une
augmentation du frottement au niveau du contact articulaire ainsi qu une usure des surfaces de
cartilage, accompagnées d’une altération des caractéristiques biochimiques du fluide synovial,
notamment de sa composition lipidique.

Dans le cas de I’arthrose, 'usure des cartilages a été corrélée entre autres avec des
dysfonctionnements biologiques dus a l’activation de la PLA, qui modifie la structure
macromoléculaire du fluide synovial en détruisant ses assemblages lipidiques. Cela modifie le
comportement mécanique des assemblages lipidiques du FS et par conséquent celui de
’articulation synoviale.

D’autres marqueurs des dysfonctionnements biologiques (ex. les leucotriénes’ comme le
LTB4, les prostaglandinesI (PGE; et PGD,) et les acides gras mono hydroxylés (HETE)
dans les cas d’inflammation) ont été identifiés dans 1’articulation arthrosique.

"

L'homéostasie (du grec homoios = similaire et histémi = immobile) représente la capacité que peut avoir un systéme quelconque, ouvert ou
fermé, a conserver son équilibre de fonctionnement en dépit des contraintes qui lui sont extérieures (Initialement élaborée et définie par
Claude Bernard) ;

Dans le milieu vivant, « ’homéostasie est 1’équilibre dynamique qui nous maintient en vie ». (Walter Bradford Cannon), elle est la
maintenance de l'ensemble des paramétres physico-chimiques de l'organisme qui doivent rester relativement constants (glycémie,
température, taux de sel dans le sang, etc.).

T Leucotriénes = le produit de I'action de lipoxygénases sur l'acide arachidonique ; le LTB, a un réle chimiotactique pour les leucocytes sur
les sites de l'inflammation.

i Prostaglandines = des métabolites de I'acide arachidonique, obtenu & partir de phospholipides membranaires par action de phospholipases ;
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Méme si les études ont montré que les phospholipides sont les composants majeurs
contribuant a la lubrification au niveau du cartilage articulaire [4,33], il n’y a pas beaucoup
d’études s’intéressant a la nature des différentes classes de phospholipides présents au niveau
des articulations synoviales (liées a la surface du cartilage articulaire ou bien dans la
composition du fluide synovial).

L’objectif de cette étude a été donc d’analyser les différentes classes de fluides synoviaux
pour identifier les phospholipides présents.

Le principe du protocole appliqué a I’analyse des fluides synoviaux est schématiquement
présenté dans la figure 39 [12] (les détails du protocole expérimental sont présentés dans
["annexe).

Prélévement des Phospholipides
échantillons de « Lipicdes totaux » Marqueurs d’oxydation
fluides synoviaux 7
Extraction Séparation I Analyse —» C?Imﬁqﬂ?n

Solvant CCM GC, HPLC

Figure 39. Protocole d’analyse lipidomique appliqué aux échantillons de FS (lipides totaux = quantité
totale des lipides presents dans 1’échantillon analysé)

CCM = chromatographie sur couche mince ; GC = chromatographie gaseuse,
HPLC = chromatographie liquide a haute performance

Ainsi, les lipides dites «totaux » sont extraits puis séparés par une technique
chromatographique [5] afin d’obtenir les composants d’intérét : les phospholipides et les
marqueurs d’oxydation caractérisant un état articulaire inflammatoire.

Les lipides sont extraits des échantillons biologiques a 1’aide de solvants organiques. Nous
avons employ¢ un mélange éthanol/chloroforme (2:1, v/v) et séparé les lipides des résidus non
solubilisés par centrifugation.

Par la suite, des chromatographies sur couches minces (CCM) successives sont réalisées. La
premicre permet de séparer différentes classes de lipides dont la composition sera analysée en
détail (les phospholipides et les acides gras mono- et di-hydroxylés, par rapport aux étalons
sur la plaque de migration). Une deuxieme CCM permet de séparer et de caractériser les
lipides d’'une méme classe (dans ce cas, les phospholipides) (voir protocole en détail dans
[’annexe).

Une fois les classes de lipides séparées, la chromatographie gazeuse (GC) permet de
déterminer la composition des chaines acyles des phospholipides dans les échantillons. Les
phospholipides sont d’abord hydrolysés en « acides gras » qui sont ensuite « méthylés ». Les
esters méthyliques des acides gras, plus volatiles, peuvent étre séparés par la GC. Les
chromatogrammes obtenus ont permis de déterminer le profil des phospholipides dans les
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échantillons (les différentes classes de PLs) ainsi que leur composition en acides gras (saturés,
mono- et poly- insaturés) composant les chaines acyles.

En complément du profil des phospholipides contenus dans les échantillons du FS analysés, la
présence de marqueurs de l’inflammation (LTB4 et 5-HETE) a été mise en évidence par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

Les principes et la description des techniques chromatographiques utilisés dans les
protocoles expérimentaux sont présentés en annexe.

B.4. Résultats & discussions

B.4.1. Précautions et limites expérimentales

A. 1l faut souligner dés le début de cette partie présentant les résultats d’analyse lipidomique
de différents fluides synoviaux (FS) que, pour ces études, nous n’avons pas pu avoir
acces a des échantillons de FS sains d’origine humaine, et cela pour deux raisons [89] :

- pour des raisons d’éthique médicale ;
- du fait des faibles quantités de FS dans une articulation synoviale saine,

Les échantillons de FS pathologiques ont été¢ prélevés au bloc opératoire du Service
Orthopédie Adulte d’Hopital Edouard Herriot — Lyon, avec 1’accord préalable des patients et
du chirurgien effectuant I’intervention chirurgicale.

Un échantillon de fluide synovial sain de chien, obtenu auprés de 1I’Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon (ENVL, Lyon), en accord avec les instructions du comité d’éthique
pour la protéction des animaux et en acord avec la législation CE pour ce type d’étude. Cet
échantillon, bien que n’étant pas d’origine humaine, a toutefois été analysé, pour déterminer
le profil des phospholipides dans I’hypothése” qu’il n’y aurait pas de grosses différences au
niveau du profil lipidique du fluide synovial [84]. Cette hypothése est renforcée par les
résultats de Fuchs et al [27] qui ont montré que la composition en PLs des FS et du sérum de
cheval et chien est comparable a celle des fluides humains (FS, sang), avec une seule
différence (entre les résultats pour cheval et ceux pour chien et homme), expliquée par les
habitudes  alimentaires  différentes des unes (herbivores) et des autres
(carnivores/omnivores). Dans la littérature, les résultats concernant [’analyse de
phospholipides dans les articulations synoviales ont été obtenus suite & des analyses
effectuées sur des cartilages bovins ou porcins [35,49]

B. Certaines précautions s’imposent au moment du prélévement des échantillons FS :
- lutilisation impérative de récipients en verre, le plastique risquant de contaminer les

*

Il faut faire toujours attention que les échantillons sain et pathologiques analysés soient de la méme espéce (réunion Lipotribo, Jacques
Bodennec, Michel Guichardant, Michel Lagarde) ; la bibliographie indique : « there is little or no species variability of phospholipid class
distribution of organs and most subcellular particulates » [G Rouser et al, 1969].
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prélévements suite a 1’action du chloroforme sur les matériaux polymériques ;

- la mesure du pH des échantillons (les arthroses des articulations synoviales se
caractérisent par un pH d’environ 8.4 du fluide synovial) ;

- la solubilisation du fluide synovial « sur place » dans des éprouvettes en verre contenant
chacune : 1 ml d’échantillon de fluide synovial auquel on ajoute 3 ml éthanol, 0.15 ml de
déféroxamine (chélateur des ions de fer, soit 15umol dans la solution) et 0.5 ml de
hydroxytoluene butylé (BHT, antioxydant, soit Smmol dans la solution finale) ;

- le transport des échantillons au laboratoire dans une boite de glace carbonique (—20°C) ;

- au laboratoire, la fermeture sous azote et le stockage a -20°C jusqu’a la poursuite du
protocole expérimental d’extraction et de quantification des lipides.

C. Présence des traces de sang dans les prélevements
Les prélévements étant réalisés dans un centre chirurgical pendant différentes interventions
chirurgicales au niveau articulaire (par exemple le cas d’une mise en place ou d’un
remplacement d’une prothése), il est quasiment impossible d’obtenir des échantillons de FS
sans traces de sang.

Pour limiter le plus possible la contamination de I’échantillon par les globules rouges
sanguins on ajoute de la déféroxamine qui est un agent chélateur” des ions Fe*". Celle-ci
permet de limiter le risque de peroxydation’ induit par le fer libéré dans le cas d’une
hémolyse*.

De plus, avant de commencer tout protocole d’extraction et de séparation/quantification des

lipides dans les échantillons de fluide synovial, une centrifugation (1200g, 10 min, 25°C)

permet d’éliminer les cellules en récupérant le surnageant. De plus, cette centrifugation

préliminaire indique :

- pour un surnageant limpide, 1’absence de phénomeénes d’hémolyse liés a la présence de
traces de sang dans les prélévements, donc I’absence du risque de peroxydation.

- dans le cas d 'un surnageant rougedtre (signe d’une hémolyse) il faut tenir compte de fait
que les profils lipidiques obtenus suite aux analyses soient influencés par la peroxydation
induit par le fer libéré des globules rouges hémolysés.

L’ignorance de ces aspects pratiques (la contamination d’échantillons avec des lipides
contenus dans le sang et surtout I’influence des ions de Fe*" libérés suite a 1’hémolyse)
pourrait aussi expliquer les profils lipidiques trés proches présentés dans la littérature pour les
fluides synoviaux pathologiques (arthrosiques) et le sang [7].

: La chélation (prononcer kélassion, du grec khélé : « pince ») est un processus physico-chimique au cours duquel est formé un complexe, le
chélate, entre un ligand, dit chélateur (ou chélatant), et un cation (ou atome) métallique, alors complexé, dit chélaté
[http://fr.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A9lation].

 La peroxydation induit une perte des acides gras polyinsaturés, donc un profil lipidomique modifié par rapport 4 la réalité in vivo
[communication personnelle M. Guichardant];

# L’hémolyse = destruction des globules rouges du sang par éclatement (hémo- : du grec haima - relatif au sang ; lyse : du grec lusis -
dissolution) [/http://georges.dolisi.free.fr)
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B.4.2. Echantillons analysés

Au cours de cette thése, deux séries d’analyse lipidomique sur des prélévements de fluide
synoviaux ont été réalisées. Les analyses des phospholipides présents dans les fluides
synoviaux (sains et pathologiques) ont été réalisées a D’Institut Multidisciplinaire de
Biochimie des Lipides (IMBL), INSA de Lyon sous la coordination de M. Michel Lagarde et

de M. Michel Guichardant.

Dans un premier temps, 4 types de prélévements* de fluides synoviaux pathologiques ont été
obtenus et analysés :

- 2 ml de FS suite a I’intervention de reprise d’une prothése totale de genou (PTG), noté
« Al » (arthrose+implant)

- 1ml de FS dans le cas d’implantation d’une prothése dans une articulation de hanche,
noté « ALl » (arthrose localisée + infection locale) parce que I’articulation était
atteinte d’une coxarthrose progressive invalidante accompagnée des signes cliniques
d’une infection locale ; ce prélévement était fortement contaminé par du sang ;

- 4 ml de FS suite a la remise d’une prothése totale de hanche (PTH), noté « AL »
(arthrose localisée);,

- 4 ml de FS a I’occasion de la mise en place d’une PTH chez un patient ayant déja une
arthrose « généralisée » (car d’autres prothéses articulaires étaient déja mises en
place), noté « AG » (arthrose généralisée) ; 3 échantillons ont été analysés de suite et
le 4°™ est restée en conservation a -20°C en vue d’une prochaine utilisation.

L’analyse lipidomique de ces échantillons nous a permit :
- de mettre en évidence la présence de marqueurs d’inflammation (le LTB4 et le 5-
HETE) suite a I’action enzymatique de 5-lypoxygénase ;
- d’obtenir une séparation « partielle » des classes de phospholipides (3 bandes de
séparation : PC, PE et PI plus le PS) avec une bonne caractérisation par GC de leurs
composition en acides gras ;

Ces analyses ont été répétées avec un protocole (P,) permettant une meilleure séparation de
différents phospholipides présents dans les échantillons de FS. Pour cela on a utilisé un
mélange de solvants différent par rapport au protocole initial (détails des protocoles

expérimentaux dans [’annexe).

Ce nouveau protocole expérimental (P,) a été utilisé pour analyser :

- le 4°™ échantillon du prélévement « AG », conservé a -20°C ;

- 2 échantillons, de 1 ml chacun, correspondants a 2 prélévements de FS obtenus suite a
la mise en place des PTG dans le cas des articulations atteinte d’arthrose, noté « AL; »
et respectivement, « AL, » (arthrose localisée);

- 1 échantillon de 1 ml de fluide synovial de chien, noté « S » (sain), d’ailleurs le seul

" Pour un prélévement de FS on peut avoir différentes quantités de liquide. Sachant que pour une analyse on utilise un échantillon de 1 ml
FS, donc un prélévement = 1 ou plusieurs échantillons a analyser.
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échantillon « sain » qu’on a pu avoir, pour les raisons d’éthique médicale énoncées
dansle § B4.1.

Malgré cette nouvelle technique, on n’a pas obtenu une séparation compléte des classes de
PLs étudiées (PC, PE, PI, PS, Sph). En effet, cette fois-ci on a obtenu la séparation de 4
bandes de phospholipides : PC, PE, PS et PI plus Sph. La GC a ét¢ maintenue comme
technique pour la caractérisation des chaines acyles (nous permettant de quantifier leur
composition en différents acides gras).

Quelles perspectives vers une meilleure séparation des PLs par I’analyse lipidomique des
FS sains et pathologiques ?

Dans le cadre du stage d’échange Socrates-Erasmus de Constantin Matei [66], une nouvelle
méthodologie de séparation chromatographique des phospholipides contenus dans le FS par
une technique de chromatographie bidimensionnelle sur couche mince (CCM 2D) a été
appliquée, technique qui donne d’excellents résultats de séparation ; ainsi, les différentes
classes de phospholipides se sont séparées complétement et on a pu déterminer en utilisant le
Php* la quantité d’un phospholipide donné par rapport aux phospholipides totaux contenus
dans 1’échantillon analysé¢ (détails sur cette méthode de séparation et quantification des
phospholipides dans ['annexe). Le seul inconvénient de cette technique de séparation par
CCM est qu’il faudrait ’adapter de fagon qu’elle puisse permettre un couplage avec la
transmethylation des PLs séparées sur plaque afin d’aboutir a une analyse par GC des chaines
acyles pour chaque PL identifi¢ et encore plus, arriver a appliquer une technique permettant
une identification des espéces moléculaires (cet a dire, savoir quelle type de chaines acyles se
trouvent en position sn-/ et respectivement sn-2 pour un PL donné).

B.4.3. Synthése de résultats

B.4.3.1. Présence des lipides médiateurs de ’inflammation

L’infiltration des leucocytes au niveau de I’articulation atteinte d’un état pathologique
entraine la formation de leucotriénes et en particulier de leucotrienes B4 (LTB4) formé a partir
de D’acide arachidonique (AA, 20:4n-6). Ce dernier est libéré par 1’activation de la
phospholipase A, (PLA;) lors de I’inflammation et est converti par I’enzyme 5-lipoxygénase
en leucotrienes et en acides gras monohydroxylés, en particulier en acide 15-hydroxy-
eicosatétraénoique (5-HETE) (fig. 37).

Le LTB4 et le 5S-HETE ont été extraits du fluide synovial, puis mis en évidence par la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC). 4 noter que la présence de ces
marqueurs a été mise en évidence uniquement dans le cas des prélevements de FS
pathologique. Ainsi, leur présence dans les échantillons de FS pathologiques analysés est

: Py, = phosphore lipidique (la quantité de phosphore présente dans un PL donné) sachant que : Mp. = 27*Mpy;,
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indiquée par 1’obtention sur le chromatogramme (Fig. 40) des pics d’absorbance spécifique
(270 nm pour le LTB4 et 235 nm pour 5-HETE).
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Figure 40. Présence des médiateurs lipidiques d’inflammation (LTB4 & 5-HETE) dans les FS
pathologiques analysés (technique d’analyse : HPLC, pics caractéristiques d’adsorption)

Ces deux marqueurs spécifiques pour une réaction inflammatoire caractérisant un état
« pathologique » local ont ét¢ validés dans de nombreux autres modeles inflammatoires
[9,33,39]. Dans ce contexte, I’analyse de la présence de ces marqueurs dans le cas d’une
articulation implantée, permettrait par exemple de déterminer dans les études cliniques si la
prothése est bien acceptée par I’organisme du patient.

De plus, ces marqueurs pourraient aussi €tre utilisés pour vérifier 1’efficacité de divers
médicaments anti-inflammatoires. Ceux-ci ont pour rdle principal de «bloquer» le
métabolisme de ’acide arachidonique libéré suite a I’action de PLA; sur les phospholipides,
vers la synthése in vivo des produits « pro-inflammation » de type leucotrienes [36] et ainsi
limiter I’évolution de la pathologie.

B.4.3.2. Profil et composition des phospholipides

L’analyse des profils et de la composition de différents types de phospholipides présents dans
les FS analysés a permit a la fois une analyse :
- quantitative (composition en nano moles et % pour différents phospholipides)
- qualitative (% des acides gras saturés/non saturés’ constituant les chaines acyles des
phospholipides).

A. Calcul des erreurs

Comme cela a été décrit, on a eu acces a un nombre limité de prélevements d’échantillons de
FS. Cela fait que le nombre des échantillons disponibles pour I’analyse d’un méme
prélévement’ a varié : on a eu des prélévements pour lesquels on a pu faire plusieurs analyses
et des cas ou seulement 1 ml de FS a pu étre prélevé, donc un seul échantillon a analyser (voir
9B.4.2). Cela a ét¢ dii d’un coté a la quantité relative réduite de FS présente en général dans la

" Les résultats pour les acides gras non saturés présenteront de maniére distincte les « mono» et les « poly insaturés »
+ Pour chaque analyse compléte du profil des phospholipides on doit utiliser 1 ml de FS.
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cavité articulaire et de D’autre a I’obtention de 1’accord de 1’équipe chirurgicale et du
consentement du patient pour effectuer ces prélévements.

Dans ce contexte, le nombre limité d’échantillons analysés ne nous a pas permit de faire une
¢valuation « statistique » de I’erreur au niveau des résultats.

Néanmoins, pour une meilleure perception des résultats obtenus, il est indispensable d’évaluer
de maniére objective /’erreur relative intervenue dans les calculs effectués. Pour ce faire, on a
utilisé plusieurs critéres de calcul et d’évaluation de la reproductibilité de la méthode
employée dans ces analyses:

e on a calculé ’erreur relative pour les prélévements « AL » et « AG ».

Le choix de ces deux prélevements est dii au fait que ceux-ci sont considérés comme étant
« proches » par rapport a plusieurs criteres (le prélevement, la maladie, le protocole
d’analyse, le nombre suffisant d’échantillons) ;

On a calculé la valeur moyenne (<x>) ainsi que I’écart type (o) pour les résultats d’analyse
de différents types d’acides gras composant les chaines acyles des 2 types de
phospholipides (PE et PC) qu’on a pu séparés par CCM en appliquant le premier protocole
d’analyse pour chaque prélévement (4 échantillons « AL » et les 3 échantillons « AG »).

Ensuite, I’incertitude relative (% erreur = o(x)/ <x>*100) a été calculé, ce qui permettra
par la suite la représentation des résultats sous la forme x = <x>%%, ou % est I’erreur relative
pour ces expérimentations. Pour le prélevement « AL » de FS on a pu déterminer une erreur
relative moyenne d’environ 8%, respectivement 6% pour les calculs concernant le contenu
en PE et 10% pour I’analyse de contenu en PC (Tableaux 4 et 5).

De la méme facon on a calculé I’erreur relative correspondants aux résultats obtenus suite
aux analyses d’échantillons du prélévement « AG » : 13% pour le contenu en PE et 12% pour
le contenue en PC (Tableaux 6 et 7).

e on a calculé une erreur relative en rapportant les résultats concernant le contenue en
acides gras de PC et PE pour le cas de ces deux prélévements (« AL » et « AG »).

Pour le calcul d’erreur relative (Tableau 8) caractérisant les résultats obtenus pour ces deux
prélevements de FS (a savoir « AL » et « AG ») on a utilisé les formules :

|{x>ﬂ—{x>m|x100

, pour ’erreur relative « AL » en rapport avec « AG » (AL/AG),

<X AR

|« x> a0- <x>a

x100
< XA

, pour I’erreur relative « AG » en rapport avec « AL » (AG/AL),
ou <x>uL et <x> ¢ représentent les valeurs moyennes calculées pour le cas de différents
acides gras composants les chaines acyles de PE et PC pour les deux prélévements analysés,
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Tableau 4. Calcul de I’erreur relative - analyse de contenu en PE (prélévement « AL »)
%mol = quantité des AG en moles determinée suite calcule des spectres GC.

- % mol Moyenne SD incertitude |moyenne
ech 1 ech 2 ech 3 ech 4 <x> <¢> relative % %
16:0 13,1 12,1 12,81 | 11,73 12,43 0,63 5,08
16:1 0,56 0,52 0,54 0,53 0,54 0,02 3,15
18:0 13,54 12,6 12,68 | 12,87 12,92 0,43 33
18:1n-9 13,61 12 1435 | 12,11 13,02 1,15 8,84
18:2n-6 6,29 6,1 5,84 6,03 6,07 0,18 3,04
20:1n-9 0,32 0,3 0,34 0,26 0,3 0,04 11,72
20:3n-6 1,34 1,4 1,24 1,29 1,32 0,07 5,09 6.07
20:4n-6 23,96 247 | 2552 | 237 24,47 0,82 3,34
20:5n-3 0,74 0,6 0,68 0,6 0,66 0,07 10,89
22:4n-6 4,32 45 4,97 5,33 4,78 0,46 9,57
22:5n-3 2,7 2,5 2,58 2,38 2,54 0,13 527
22:6n-3 6,65 6,2 6,41 6,16 6,35 0,22 3,52

*details sur la noménclature des AG dans |’annexe ;

Tableau 5. Calcul de I’erreur relative - analyse de contenu en PC (prélévement « AL »)

AGH % mol Moyenne SD incertitude |moyenne
ech 1 ech 2 ech 3 ech 4 <x> <¢> relative % %
16:0 34,14 33,12 31,48 30,79 32,38 1,53 4,72
16:1 1,33 1,47 1,11 1,6 1,38 0,21 15,07
18:0 13,71 12,73 15,73 13,86 14,01 1,25 8,95
18:1n-9 14,52 15,35 13,07 14,07 14,25 0,95 6,65
18:2n-6 16,83 17,61 15,76 16,17 16,59 0,81 4,87
20:1n-9 0,23 0,2 0,22 0,24 0,22 0,02 6,97 9,93
20:3n-6 3,61 3,73 3,95 4,04 3,83 0,2 5,17
20:4n-6 9,55 8,89 11,68 11,85 10,49 1,5 14,25
20:5n-3 0,39 0,37 0,32 0,35 0,36 0,03 7,95
22:4n-6 0,62 0,48 0,51 0,67 0,57 0,09 15,98
22:5n-3 0,63 0,49 0,72 0,74 0,65 0,11 17,81
22:6n-3 2,37 2,14 2,69 2,68 2,47 0,27 10,78

* details sur la noménclature des AG dans [’annexe
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Tableau 6. Calcul de I’erreur relative - analyse de contenu en PE (prélévement « AG »)

AGH % mol Moyenne SD incertitude | moyenne
ech 1 ech 2 ech3 <x> <¢> relative % %
16:0 9,5 9,68 9,5 9,57 0,1 1
16:1 0,6 0,64 0,6 0,62 0,02 3,34
18:0 11 12,75 11,6 11,77 0,91 7,7
18:1n-9 11,6 12,54 12,9 12,35 0,67 5,44
18:2n-6 7,9 7,34 6,84 7,37 0,54 7,34
20:1n-9 0,2 0,15 0,5 0,3 0,18 60,41 13.12
20:3n-6 1,3 1,24 0,9 1,14 0,2 18
20:4n-6 21,7 21,36 24,5 22,52 1,73 7,66
20:5n-3 1 0,96 0,9 0,96 0,06 5,84
22:4n-6 4.4 4,35 5,38 4,7 0,59 12,61
22:5n-3 2,7 2,29 3 2,66 0,36 13,45
22:6n-3 6,7 5,13 54 5,74 0,84 14,68

* details sur la noménclature des AG dans [’annexe

Tableau 7. Calcul de I’erreur relative - analyse de contenu en PC (prélévement « AG »)

AGH % mol PC - prelevement AG Moyenne SD incertitude | moyenne
ech 1 ech 2 ech3 <x> <¢> relative % %
16:0 25,34 27,25 27,02 26,54 1,04 3,93
16:1 0,98 1,03 0,81 0,94 0,11 12,15
18:0 14,24 12,62 14,32 13,73 0,96 6,98
18:1n-9 14,88 18,68 16,14 16,57 1,94 11,69
18:2n-6 22,53 20,47 20,08 21,03 1,32 6,27
20:1n-9 0,34 0,31 0,2 0,28 0,07 25,83 11.66
20:3n-6 3,99 4,21 3,52 3,91 0,35 8,97
20:4n-6 8,82 7,2 9,46 8,49 1,16 13,7
20:5n-3 0,69 0,72 0,75 0,72 0,03 4,07
22:4n-6 0,75 0,62 0,64 0,67 0,07 10,6
22:5n-3 0,77 0,56 0,8 0,71 0,13 18,41
22:6n-3 3,18 2,37 3,33 2,96 0,51 17,38

* details sur la noménclature des AG dans [’annexe
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Tableau 8. Calcul de I’erreur relative des prélévements analysés

PE AL | PE AG erreur erreur PCAL | PCAG erreur erreur
AG* <x> <x> relative % relative % <x> <x> relative % | relative %
(AL/AG) (AG/AL) (AL/AG) | (AG/AL)
16:0 12,43 9,57 29,89 23,01 32,38 26,54 22 18,04
16:1 0,54 0,62 12,9 14,81 1,38 0,94 46,81 31,88
18:0 12,92 11,77 9,77 8,9 14,01 13,73 2,04 2
18:1n-9 | 13,02 12,35 5,43 5,15 14,25 16,57 14 16,28
18:2n-6 | 6,07 7,37 17,64 21,42 16,59 21,03 21,11 26,76
20:1n-9 0,3 0,3 0 0 0,22 0,28 21,43 27,27
20:3n-6 | 1,32 1,14 15,79 13,64 3,83 3,91 2,05 2,09
20:4n-6 | 24,47 22,52 8,66 7,97 10,49 8,49 23,56 19,07
20:5n-3 | 0,66 0,96 31,25 45,45 0,36 0,72 0 0
22:4n-6 | 4,78 4,7 1,7 1,67 0,57 0,67 14,93 17,54
22:5n-3 | 2,54 2,66 4,51 4,72 0,65 0,71 8,45 9,23
22:6n-3 | 635 5,74 10,63 9,61 2,47 2,96 16,55 19,84
Moyenne 12,35 13,03 16,08 15,83
Erreur Globale 14,32

* détails sur la noménclature des AG dans [’annexe

Dans ce contexte, les résultats obtenus seront présentés dorénavant en utilisant une
barre d’erreur correspondant a 12% (moyenne de toutes les erreurs relatives

calculéesdans les tableaux 4 a §8).

Vu que les analyses lipidomiques ont été réalisées par le méme opérateur, dans le méme
laboratoire de recherche, employant la méme méthodologie, on peut supposer que pour les
autres échantillons analysés (des fois 1 seul, donc pas de possibilité de calculer [’erreur)

[’erreur resterait du méme ordre de grandeur.

Pour valider cette hypothese :
e on a comparé les résultats obtenus suite a 1’analyse lipidomique des échantillons
provenant de méme prélévement en utilisant deux protocoles de séparation differentes

avant 1’analyse par GC

Cette démarche a été possible pour le cas du prélévement « AG » dont on a eu plusieurs
¢chantillons disponibles pour ’analyse (voir §5.4.2). Les analyses de la composition en
acides gras des chaines de PLs ont été effectuées suite a la séparation par CCM de différentes
classes de PLs contenues dans les échantillons par deux protocoles différentes (en ce qui
concerne le mélange d’¢luant de séparation utilis¢), P, et respectivement P, (détails des
protocoles dans [’annexe).

Les valeurs moyennes <x>, correspondants aux calculs de quantités (% mol) de différents
acides gras composants les chaines acyles des phospholipides de type PE et PC séparés dans
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les échantillons analysés du prélévement « AG », sont présentées de manicre synthétique dans
le tableau 9 et comparative dans la figure 41.

Tableau 9. Prélevement « AG » : vue comparative de la composition en acides gras (% mol) des
phospholipides de type PC et PE obtenue suite a application de deux protocoles de séparation
chromatographique sur couche mince (P; & P,)

AGH <x> PE <x>PC
P1 P2 P1 P2
16:0 9,57 14,81 26,54 28,35
16:1 0,62 2,02 0,94 0,97
18:0 11,77 10,84 13,73 15,26
18:1n-9 12,35 14,63 16,57 15,66
18:2n-6 7,37 7,45 21,03 19,6
20:1n-9 0,3 0,45 0,28 0,18
20:3n-6 1,14 0,76 3,91 2,69
20:4n-6 22,52 18,62 8,49 7,15
20:5n-3 0,96 1,12 0,72 0,53
22:4n-6 4.7 6,23 0,67 0,41
22:5n-3 2,66 1,75 0,71 0,34
22:6n-3 5,74 5,21 2,96 2,51

* détails sur la noménclature des AG dans [’annexe

Ces résultats montrent que la technique de séparation chromatographique sur couche mince
(CCM) n’influence pas de manicre significative la quantification avec I’analyse GC (nous
permettant de déterminer la composition en acides gras des chaines acyle pour les différents
groupes de phospholipides séparés qui sont présents dans les échantillons de FS analysés).
Ainsi, les valeurs similaires obtenues (sauf pour le cas de 16:1 PE, Tableau 9) en utilisant les
deux protocoles de séparation, indiquent une fois de plus que I’utilisation de deux techniques
de séparation différentes ne devrait pas influencer les résultats finaux, ce changement ayant
pour seul objectif une meilleure séparation des PLs sur la plaque de CCM.
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Figure 41. Représentation comparative des résultats d’analyse du contenu en acides gras des chaines

pour le prélévement « AG »

acyles pour PE (en haut) et PC (en bas), obtenus en utilisant deux protocoles de séparation (P, et P,)

B. Composition en phospholipides des échantillons analysés

La composition en phospholipides (nanomoles et % par rapport a la quantité de

a été determinée par une analyse lipidomique quantitative.

phospholipides totaux, PLT) de différents échantillons de FS (sain et pathologiques) analysés
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De maniére synthétique, les résultats sont présentés dans les figures 42 et 43. Ces résultats
représentent la moyenne générale qui tienne compte des valeurs obtenues dans les deux
campagnes d’analyse effectuées pour les échantillons de FS et de ’erreur calculée.

Classes de phospholipides dans les FS

3000
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PE PS

PC Pl+Sph PLT

Figure 42. Analyse quantitative (nanomoles) des FS sains et pathologiques.
PLT = phospholipides totaux, barres d’erreurs a 12%.

Les résultats dans la figure 43 indiquent la présence d’une quantité plus grande de
phospholipides dans les échantillons de FS pathologiques comparatif a celle déterminée pour
le FS sain (colonne des résultats « PLT » indiquant la quantité globale de phospholipides
determinés dans les échantillons analysés, pour un méme volume de 1ml.

En rapportant la quantité de chaque type de PLs a la quantité totale déterminée (PLT), on
obtient le profil quantitatif (en %) de differentes classes de phospholipides décellées dans les
¢chantillons analysés (Fig. 44).

Classes de phospholipides dans les FS
80

70 BFSpathologique |
OFS sain
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quantite (% du PLT)

20

Q-
PE PS

PC Pl+ Sph

Figure 43. Quantités (en % par rapport aux PLT) des phospholipides contenus dans les FS sains et
pathologiques ; PLT = phospholipides totaux, barres d’erreurs a 12%
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Les résultats présentés dans les figures 43 et 44 indiquent:

- une différence nette entre le contenu en PE et PS du FS sain et celui pathologique,
notamment une quantité trés basse de PE et de PS pour le cas du FS sain. Comme le
PS est un marqueur de processus d’apoptose , ceci explique sa présence en quantité
plus grande dans les FS pathologiques.

- le PC est le phospholipide prédominant dans les échantillons de FS analysées, que
celui-ci soit sain ou pathologique, mais en quantit¢ plus élevée dans ceux
pathologiques.

Comme mentionné dans le paragraph ¢B.4.2. Methodologie, le protocole de séparation par
CCM des PLT ne nous a pas permis d’obtenir une séparation compléte de différentes classes
de PLs sur la plaque chromatographique, ce qui fait que le contenu en PI et Sph est représenté
comme I’ensemble des deux dans 1’analyse des résultats (Fig. 42 et Fig. 43). Ce contenu
PI+Sph est plus important dans le cas sain.

Dans ce contexte, plus récemment [66] un nouveau protocole d’analyse a été utilisé, qui
permet la séparation de differentes classes de phospholipides par une CCM en 2D [6]. En
utilisant ce protocole on a analysé 3 échantillons : 2 ml d’un FS pathologique, prélevé a
I’occasion d’une intervention chirurgicale pour la mise en place d’une prothése suite a une
arthrose avancée et 1 ml de FS sain de chien (les mémes types de prélevements que ceux
analysés par le protocole présenté auparavant).

Les résultats (% de phospholipides par rapport a la quantité¢ de PLT) sont présentés dans la
figure 44.

Classes de phospholipides dans les FS

| FS pathologique

— OFS sain

o
o
L

I~
o
.

quantites (% du PLT)

PC PE PS PI SPH

Figure 44. Profil des phospholipides (% par rapport aux PLT) contenus dans le FS sain et
pathologique analysés suite a une séparation CCM 2D [66]; PLT = phospholipides totaux.
Les fleches indiquent ’absence dans les échantillons étudiés d’une quantité quantifiable par la

méthode utilisée, pour le contenu en PE et PS de FS sain

* . . , . . 7

L’apoptose implique une altération de la membrane plasmique de sorte que la PS, présent normalement dans la
couche interne de la membrane, s’externalise par translocation au niveau de la bicouche lipidique, ce qui crée des
complexes de surface reconnus par les macrophages qui initialisent ainsi la phagocytose (Fadok VA et al, Loss of phospholipid

asymmetry and surface exposure of phosphatidylserine is requiered for phagocytosis of apoptotic cells by macrophages and fibroblast, J Biol Chem, 276, 1071-1077, 2001 ; Domingues
MRM, Reis A, Domingues P, Mass spctroscopy analysis of oxidized lipids, Chemistry and Physics of lipids, 156, 2008, 1-12)
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En analysant ces résultats (Fig. 45) on constate la séparation de toutes les classes de
phospholipides (PE, PC, PS, PI, Sph) ; par contre, en comparant avec les résultats présentés
dans la figure 44, on constate ’absence de PE et de PS pour le FS sain (fleches jaunes dans la
Fig. 44) [66], tandis que 1’autre méthode utilisée a permis de mettre en évidence (bien qu’en
quantités tres faibles) la présence de ces phospholipides dans le FS sain. Ce résultat pourrait
étre expliqué par le fait que lorsque le protocole expérimental a ét¢ appliqué (voir détails en
annexe) il a été utilisé une quantité « insuffisante » de FS sain par rapport aux conditions
limites imposées par la technique, ce qui a fait que les spots correspondant a ces
phospholipides n’ont pas ét¢ mises en ¢vidence suite a la séparation par CCM 2D [2].

De plus, le nombre insuffisant d’échantillons utilisés pour ce protocole expérimental n’a pas
permis de calculer une erreur. Par contre les résultats obtenus encouragent une application
future de cette technique en vue de la trés bonne séparation des phospholipides par CCM 2D.
Par contre, ce protocole devra étre amélior¢, afin qu’il permette un couplage avec 1’analyse en
GC des chaines acyles des phospholipides séparés. Ceci est en effet un des objectifs de la
thése en cours concernant 1’analyse de la composition et de la structure des fluides synoviaux
pathologiques en vue de proposer des traitements ciblés pour différentes pathologies
articulaires [67]

En ce qui concerne les quantités de phospholipides déterminées pour le cas des FS
pathologique, en gardant a I’esprit que ces échantillons ont été¢ prélevés durant différentes
interventions chirurgicales (ce qui suppose la présence du sang dans le prélévement), on serait
amené a supposer que les quantités ¢levées de phospholipides dans ces échantillons seraient
dues a leur contamination par les lipides présentes dans le sang contaminant. Par contre, dans
la littérature [7] on mentionne que le profil en phospholipide des FS pathologiques est trés
proche de celui du sang. En effet, lors de 1’évolution pathologique articulaire, 1’accentuation
de la réaction inflammatoire locale détermine une augmentation de la diffusion a travers la
membrane synoviale [8,14,38,85,96,100] ce qui explique un profil lipidique du FS proche du
sanguin (Fig. 45).
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Figure 45. Comparatif des résultats (% de PLT) pour les FS pathologiques analysés et les résultats de
la bibliographie (pour le FS pathologique et le sang, [7]).
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BILAN :

A travers I’analyse des profils des phospholipides présents dans les FS analysés on a pu
remarquer que mise a part la quantité plus grande de phospholipides dans le cas pathologique,
leur profil phospholipidique est similaire (FS sain et pathologique).

Partant des résultats obtenus suite aux différentes analyses effectuées, on peut considérer un
profil de phospholipides des FS pathologiques comprenant environ 60% PC, 8% PE, 12%
PS et 20% PI+ Sph. Cette composition a été utilisée par la suite dans le modéele tribologique
articulaire ex vivo pathologique (partie C), afin de permettre (a 1’aide des essais de frottement)
d’étudier le role de différents types de phospholipides caractérisant les FS pathologiques dans
le fonctionnement tribologique articulaire, en fonction du pH du milieu lubrifiant et en
présence des enzymes caractérisant ces pathologies articulaires.

C. Composition en acides gras des chaines acyles des PLs dans les FS analysés

Dans cette section nous allons présenter 1’analyse du profil en acides gras (saturés et non-
saturés), des chaines acyles composant les différentes classes de phospholipides présentes
dans les FS analysés.

Dans le tableau 10, les résultats présentent une comparaison de la variation de la composition
en acides gras (% mol) des chaines acyles saturées et insaturées des PLs contenus dans les FS
sains et pathologiques analysés :

- pour le cas de FS sain:

0 les AG saturés sont plus abondants (~60%, dont les principaux sont I’acide palmitique
(16:0, ~25%) et I’acide stéarique (18:0, 34%), considérés comme les acides gras
saturés naturels les plus abondants [34]), tandis que dans le cas des FS pathologiques
analysés on a environ 44% AG saturés, dont ~25% d’acide palmitique (16:0) ;

0 les AG insaturés sont plus abondants dans les FS pathologiques (~57 % dont, 24%
mono-insaturés et 33% poly-insaturés) tandis que dans le cas du FS sain on ~40%
d’AG insaturés, dont beaucoup moins d’AG mono-insaturés (~9%) et une quantité
similaire d’AG poly-insaturés (~31%). Le plus abondant AG insaturé contenue dans
les FS pathologiques est I’acide oléique (18:1, ~20%).

- pour le cas de FS pathologique on obtient en moyenne une quantité plus grande
d’acides gras insaturés (~57%, dont 24% mono-insatutés et 33% poly-insaturés) par
rapport a ceux saturés (~44%) ;

0 le plus abondant acide gras saturé est 1’acide palmitique (16:0), ~25% en
moyenne,

0 pour les acides gras (AQG) insaturés on distingue :

= Le plus abondant « mono-insaturé » est 1’acide oléique (18:1), ~20 % en
moyenne ;

= Le plus abondant des AG « poly-insaturés » est 1’acide arachidonique (AA,
20:4n-6), ~14% en moyenne, précurseur des prostaglandines et autres
marqueurs d’inflammation,

* En quantités importantes on trouve aussi 1’acide linol¢ique (LA, 18:2n-6),
~10% en moyenne et 1’acide docosahexaénoique (DHA, 22 :6n-3), ~3% en
moyenne.
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Tableau 10. Variation de la composition en acides gras (% mol) des chaines acyle des PLs contenus

dans les FS sain et pathologiques analysés

Acides gras (AG)* FS pathologiques FS sain

12:0 0,00 0,00

14:0 1,01 1,16

16:0 24,73 25,28

18:0 16,53 33,77

20:0 0,27 0,00

22:0 0,67 0,00

24:0 0,23 0,00

X saturés 43,45 60,20
16:1 1,16 0,00

18:1 n-9 20,65 8,61

18:1 n-7 0,00 0,00

20:1 n-9 0,16 0,00

22:1 0,03 0,00

24:1 n-9 1,58 0,00

X mono-insaturés 23,58 8,61

18:2 n-6 9,86 11,81
20:2n-6 0,00 0,00
22:2n-6 0,00 0,00

18:3 n-6 0,00 0,00
18:3n-3 0,13 0,00
20:3n-9 0,00 0,00

20:3 n-6 1,65 0,69

20:4 n-6 13,56 14,05
20:5n-3 0,33 0,00
22:4n-6 3,19 0,66
22:5n-6 1,12 2,31
22:5n-3 0,00 0,00

22:6 n-3 3,13 1,66

Y. poly-insaturés 32,97 31,19
TOTAL SATURES 43 60
TOTAL INSATURES 57 40

* details sur la nomeénclature des AG dans [’annexe
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Les AG insaturés augmentent dans les pathologies : les acides oléique (18:1) et linoléique
(C18:2) sont les plus abondants dans la totalité¢ des acides gras. Le rapport % des AG
polyinsaturés/monoinsaturés/saturés, de 33/23/44 pour les FS pathologiques et de 31/8/60
pour le FS sain, nous permet de déterminer le rapport « saturés/insaturés », d’environ 0.78 (FS
pathologique) et respectivement 1,5 (FS sain) ce qui indique une augmentation des insaturés
dans le cas des FS pathologiques.

Les résultats obtenus indiquent aussi la présence en quantité importante de [’acide
arachidonique (AA, 20:4n-6) dans le FS des articulations synoviales atteintes de divers

pathologies, ce qui expliquerait 1’augmentation de la synthése d’eicosanoides au niveau des
chondrocytes sachant que I’AA est le substrat pour 1’activité des phospholipases et des
oxygeénases [64].

B.4.4. Discussions

Le role des SAPLs insaturés a commencé a étre étudié récemment [11, 103] et on a pu mettre
en évidence que, contrairement au surfactant pulmonaire (ou le DPPC est I’espéce SAPL
prédominante, les autres lubrifiants dans le corps humain (donc y compris le FS présent dans
les articulations synoviales) contiennent principalement des SAPLs insaturés [43,70].

Pourtant, une analyse trés compléte des espéces moléculaires composant les SAPLs des
lubrifiants biologiques n’a pas encore ¢té réalisée dans la littérature, mis a part les études de
Sarma [86], qui essaya de déterminer les quantités de différentes classes de PLs indirectement
a partir du contenu en acides gras des échantillons analysés. Les résultats de 1’étude de Sarma
suggerent fortement que le PC insaturé pourrait étre 1’espece prédominante de PL dans
I’articulation synoviale.

En utilisant les techniques de 1’analyse lipidomique, nos objectifs étaient de déterminer :
- la présence des marqueurs d’oxydation/d’action enzymatique (LTB4 et HETE) dans le
FS pathologiques analysés ;
- les quantités de différentes classes de phospholipides (PC, PE, PI, PS, Sph) présentes
dans les FS sain et pathologiques analysés (profil en nanomoles et % de PLT) ;
- la composition en acides gras (saturés et mono — et poly — insaturés) des chaines
acyles des phospholipides (profil %).

Pour se faire on a utilisé :

- la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) pour mettre en évidence les
médiateurs lipidiques de Dl’inflammation presents dans le fluide synovial (LTBu,
HETE).

- la séparation des classes de PLs par chromatographie sur couche mince (CCM) et leur
analyse par chromatographie gazeuse (GC). Les résultats qu’on a obtenu ont montré
que les multicouches lipidiques présentes dans le FS sain sont plutét en phase solide
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(60 % saturées et 40% insaturées, dont majoritairement des phosphatidylcholines
(PC), environ 60% des PLT), tandis que pour les FS pathologiques les PLs sont plutot
en phase fluide (43% saturés et 57% insaturés) avec le PC comme classe prédominante
(> 60% de PLT).

En accord avec ce qui a été présent¢ dans le paragraphe « action des enzymes sur les
phospholipides » (voir aussi fig. 38), la présence de ces marqueurs (résultants des réactions
d’oxydation enzymatique des phospholipides contenus dans le FS) peut étre aussi un
indicateur du possible changement de la structure du FS par rapport a 1’état sain du fait de la
réorganisation des structures lipidiques resultantes en fonction de I’évolution locale de Ila
pathologie (Fig. 46).

“Poches” de gel

"ol Destruction des

o i

S hicouches
lipidiques

bicouches micelles
Figure 46. Modification de la structure et de 1’organisation des interfaces phospholipidiques du FS
suite a 1’action de la PLA, sur les bicouches lipidiques

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux présentés dans la littérature [104], dont ceux
de Chen et al. [54,107] qui ont montré que les PC insaturés sont les plus abondants sur la
surface des cartilages articulaires par rapport aux especes saturées. Indépendamment de leur
degré de saturation, comme nous I’avons expliqué dans le chapitre A, les SAPLs sont des

« bons » lubrifiants, réduisant fortement les coefficients de frottement au niveau du contact
articulaire [45-46,54].

Alors que le FS sain contient de petites quantités de PLs, le FS pathologique contient des
quantités nettement accrues de phospholipides, en accord avec la bibliographie [7,80-81,93].

Le profil de répartition des acides gras a partir d'extraits de lipides totaux montre que les
acides gras prédominants sont : 1’acide palmitique (16:0) pour les AG saturés, puis, I’acide
oléique (18:1) et les acides linoléique (18:2), arachidonique (20:4) et docosahéxaénoique
(22:6) pour les AG (poly-) insaturés. Ces acides représentant dans 1I’ensemble environ 70 %
de la teneur en acides gras totaux des PLT determinés dans les échantillons de FS analysés.

Les résultats de la quantification des acides gras des phospholipides, en tenant compte que :
- le PC est le plus abondant des PL déterminé dans les échantillons analysés ;
- D’acide palmitique (16:0) est le plus abondant acide gras saturé dans les échantillons
analysés, le plus souvent en position sn-/ des PLs [27] ;
- dans le milieu vivant on a en général des phospholipides composés d’un acide gras
saturé en position sn-/ et 1’autre insaturé en position sn-2.
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on peut considérer comme phospholipides prédominantes présentes dans les FS analysés (en
accord avec les travaux de Hulbert ez al. [49]) : le DPPC (16:0/16:0) ; le DOPC (18:1/18:1), le
PLPC (16:0/18:2), le POPC (16:0/18:1), le PAPC (16:0/20:4) et le PDHA PC (16:0/22:6),
dont les structures sont détaillées dans la figure 47.

DOPC (18:1- 18:1 (49-Cis) PC) POPC (16:0-18:1 PC)
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

PAPC (16:0-20:4 PC) PDHAPC (16:0-22:6 PC)
1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

Figure 47. Types de phospholipides qui peuvent étre prédominants dans les FS analysés (structures
moléculaires d’apres Avanti Polar Lipids)

D’un point de vue conformationnel, les plus « intéressants » de ces phospholipides sont ceux
contenant en position sn-2 les acides gras AA (20:4n-6) et DHA (22:6n-3), des acides gras
poly-insaturés qui contiennent respectivement 4 et 6 doubles liaisons C=C, en conformation
«cis », ce qui leur confere un profil 3D de type « tire-bouchon » au niveau des « queues »
phospholipidiques (Fig. 48). Cette conformation pourait certainement avoir une influence sur
le comportement tribologique des bicouches contenant ce type de PL (Fig.49).

Des études expérimentales et numériques [20,23,25,51] ont montré que la chaine acyle de
DHA est extrémement flexible, caractérisée par un degré élevé de « désordre moléculaire » et
a la possibilité de faire des changements trés rapides entre divers états conformationnels. Cela
est di a une barriére d'énergie réduite pour l'isomérisation de rotation autour des liaisons
simples C-C qui séparent les atomes de carbones insaturés dans la structure des acides gras de
type poly-insaturés (AGPI*).

" AGPI = acides gras poly insaturés (exp. DHA, 22:6n-3 ; AA, 20:4n-6) [Thése Ping CHEN, 2009]
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Figure 48. Structure des acides gras poly-insaturés contenus dans les PLs des FS analysés

choline
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Dynamique moléculaire
d’une bicouche phospholipidique contenantle (18:0-22:6) PC

1-stéaryl-2-docosahéxaénoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (18:0-22:6 PC)

Figure 49. Présence d’un phospholipide contenant le DHA (22 :6) dans une bicouche lipidique — effet
sur ses propriétés (d’apres [32])

En raison de cette flexibilit¢ la chalne insaturée peut réorganiser sa position dans la
monocouche dans une plus large mesure qu’une chaine saturée et a la fois des données
expérimentales et simulées montrent que le DHA peut méme atteindre les régions
polaires/apolaire cadre de I’interface de la membrane [20].

De plus, I’ordre conformationnel de la chaine saturée adjacente (en position sn-17) est réduit
par la présence de ' AGPI dans la position sn-2 de la structure lipidique. Ainsi, I'ensemble des
propriétés des membranes (la température de transition de phase — Ty, la dynamique des
lipides, le comportement des phases lipidiques, la compressibilité ¢lastique, la perméabilité, la
fusion, et le flip-flop etc. sont influencées par l'introduction d'AGPI de type DHA dans les
membranes modeles utilisés pour divers études [95].
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B.5. Conclusions

Plusieurs causes des pathologies articulaires sont liées a la structure et le réle du fluide
synovial dans le fonctionnement articulaire. Comme presenté dans la partie A, le fluide
synovial a une structure complexe qui fait apparaitre des interfaces phospholipidiques au
niveau de I’interface cartilage articulaire-fluide synovial.

Donc, les causes précoces de 1'usure de la surface du cartilage articulaire sont liées a la
perturbation des interfaces phospholipidiques. Cette perturbation implique 1’évolution
biochimique des composants et de la structure d’interfaces phospholipidiques que 1’on a
¢tudiée a I’aide de 1’analyse lipidomique. Ainsi, en utilisant les techniques de 1’analyse
lipidomique, pour des FS sains et pathologiques, on a mis en évidence :

- les quantités de différentes classes de phospholipides (PC, PE, PI, PS, Sph). Les
résultats montrent que le PC est le phospholipide prédominant,

- le contenu en acides gras (saturés et mono — et poly — insaturés). Les résultats obtenus
montrent que les chaines acyles insaturés des phospholipides (donc en phase fluide)
sont les plus abondantes dans le cas de FS pathologiques,

- D’action enzymatique inflammatoire sur les structures phospholipidiques, qui a été
étudiée pour I’identification de la présence des marqueurs (LTB4 et HETE) d’action
enzymatique de la PLA, dans le cas des pathologies et des conséquences de cette
action : formation de lyso-PC. Les résultats obtenus montrent la présence du lyso-PC
et de LTB4 et HETE dans la composition des FS pathologiques analysés.

Ainsi, connaitre la composition en phospholipides des FS pathologiques et leur comportement
suite a 1’action des enzymes caractérisant les pathologies articulaires nous permet la
reproduction par des bicouches phospholipidiques dans le modéle tribologique ex vivo des
articulations synoviales (détails dans la Partie C) afin d’étudier 1’évolution tribologique des
bicouches dans des conditions similaires a celles caractérisant les articulations et le FS
pathologique :

- des variations de la composition et des propriétés des phospholipides, en termes de
composition chimique de la téte polaire, des chalnes acyle composant les « queues »
phospholipidiques,

- de l’action d’enzymes sur les molécules de phospholipides ce qui génére la destruction
d’assemblages lipidiques contenus dans les FS.

La synthese de tous ces parametres est présentée dans la figure 50.
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Figure 50. Schéma synthétique concernant la composition, la structure et les propriétés des
phospholipides

Coté¢ perspectives, afin d’améliorer la méthodologie appliquée pour I’analyse lipidomique des FS

pathologiques il serait nécessaire est important de faire attention :

- au stockage des prélévements (car il peut intervenir un processus d’oxydation des espéces
moléculaires poly-insaturés suite a un stockage prolongé [109] (détails dans [’annexe
concernant le stockage et la péremption des lipides),

- aune éventuelle contamination des échantillons par le développement des bactéries lors du
stockage ; pour éviter, il est indiqué de rajouter dans les échantillons & analyser un agent
antibactérien de type sodium azide (concentration 0.02 a 0,3%wt, [48,87]) ;

- a un éventuel perfectionnement des protocoles de dosage et surtout, dans la mesure de
possible, d’utiliser dans les analyses des FS issues des cultures cellulaires de synoviocytes de
type surnageants [67], évitant ainsi les contaminations du sang, inévitables dans le cadre d’un
prélévement d’échantillons intra opératoire.

Pour compléter les résultats obtenus, il serait souhaitable de développer le protocole d’analyse
lipidomique afin de prévoir :

- le dosage [56] et I’étude de I’influence du cholestérol dans les assemblages de FS, surtout son

*

Le “sodium azide” est un réactif utile, mutagéne, et conservateur. Dans les hopitaux et les laboratoires, il est un biocide, il est
particuliérement important dans les réactifs « en vrac » et les solutions stock qui peut si les conditions de stockage sont favorables, soutenir
la croissance bactérienne, ou le « sodium azide » agit comme un bactériostatique par inhibition de la cytochrome oxydase dans les bactéries
gram-négatives; a savoir que les bacteries Gram-positives (streptocoques, pneumocoques, lactobacilles) sont résistants a 1’action de sodium
azide, une caractéristique similaire a la résistance aux antibiotiques (http:/en.wikipedia.org/wiki/Sodium_azide#Biochemistry and biomedical_uses )
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influence sur la mobilité/fluidité des bicouches mono- et bi- insaturées [53] ;

- le dosage des espéces « lyso- » des phospholipides contenues dans les FS pathologiques ; ces
molécules sont des vrais « détergents naturels » qui déterminent des modifications dans la
structure des FS lors de pathologies articulaires suite a 1’action de différentes enzymes et a
I’inflammation locale.

- d’analyses détaillées des compositions lipidiques, en principal en ce qui concerne les espéces
moléculaires individuelles en plus d’une composition en acides gras des chaines acyle des
phospholipides, a ’aide d’une analyse ESI-MS (electorspray ionisation mass spectroscopy
[78]). .

De plus, la littérature indique des profils similaires pour le plasma et le FS', ce qui encourage a faire
cliniquement plut6t une évaluation du profil des PLs en utilisant le plasma a la place du FS, car les
échantillons de plasma sont plus accessibles et permettent d’avoir des prélevements en quantités
suffisantes afin de faire les analyses [28].

*

« body fluids provide very similar results for PC/LPC ratio (...). Earlier studies have also evidenced that the LPC content
of a given body fluid is an important disease marker and correlates with the severity of disease and may also reflect the
success of therapy » (Fuchs et al, 2005) :
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Partie C.
Partie expérimentale — Comportement tribologique des
interfaces phospholipidiques pathologiques

Comme nous I’avons discuté dans la partie A, des études récentes ont mis en évidence
la présence des bicouches lipidiques adsorbées sur les surfaces frottantes des cartilages
articulaires et dans le volume du fluide synovial (FS). Comme montré dans la partie B,
les composants majoritaires de ces bicouches sont les phospholipides. Ceci a généré
derniérement plusieurs études qui considerent que les bicouches lipidiques jouent un
réle dans la lubrification des articulations et la réduction des forces de frottement entre
les surfaces biologiques [19,29,30,33,44,45].

L’objectif des travaux de cette partie a été I’étude du comportement tribologique des
interfaces phospholipidiques modeles et plus particulierement leur role dans la
biolubrification articulaire saine / pathologique.

Pour se faire, nous avons étudié conjointement la stabilit¢ mécanique des bicouches
phospholipidiques supportées a travers leur résistance a I’indentation de la pointe AFM
(these Fairouz Dekkiche, 2011) et le comportement tribologique, plus particulierement
leur influence sur I’accommodation de la vitesse et leur capacité de maintenir un
coefficient de frottement faible et stable au niveau du contact pendant le frottement.

Pour ce faire, cette partie du travail de recherche comprend 4 sous parties:
1. I’adaptation du modele tribologique ex vivo du cas sain (antérieurement mis au

point [49]) pour le cas des pathologies articulaires, afin d’étudier le réle des

interfaces phospholipidiques dans la lubrification pathologique ;

2. I’influence sur le comportement tribologique des interfaces phospholipidiques :

a. de lavariation des paramétres mécaniques : la rugosité de la surface ;

b. de la variation des caractéristiques physico-chimiques (stabilité, variation du
pH et de la concentration ionique) du milieu aqueux présent entre les
bicouches lipidiques ;

c. des caractéristiques biologiques des interfaces pathologiques (composition
chimique et comportement sous I’action des enzymes).

C1. ADAPTATION DU MODELE TRIBOLOGIQUE EX VIVO DU CAS SAIN POUR L’ETUDE DES
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C1. Adaptation du modéle tribologique ex vivo du cas sain pour
I’étude des pathologies articulaire

Tout d’abord il est indispensable de revenir aux détails du modele tribologique ex vivo
(initialement congu pour le cas « sain » [47,49]) qui se doit de reproduire les principaux
caractéristiques du triplet tribologique d’une articulation synoviale.

Les recherches récentes ont montré que les études sur le fonctionnement des articulations
synoviales (qu’elles soient saines, pathologiques ou bien remplacées par un implant
articulaire) doivent étre réalisées ex vivo avec beaucoup de prudence a cause des spécificités
et des interactions biologiques, physico-chimiques et tribologiques qui caractérisent le
fonctionnement articulaire in vivo. Ainsi :

- du point de vue biologique, les résultats des études expérimentales employant des
tissus vivants dépendent spécifiquement des propriétés physico-chimiques du milieu
ou ces essais sont réalisés.

- du point du vue tribologique, le comportement d’un contact (vivant ou pas), dépend a
la fois des propriétés du systetme mécanique qui le soutient et des propriétés des
matériaux en contact.

Par conséquent, une étude tribologique ex vivo réaliste doit prendre en compte 1'ensemble du
triplet tribologique [4] constitué du mécanisme (qui impose les sollicitations locales), des 1*
corps (qui forment le contact) et du 3™ corps qui sépare les premiers corps. Les éléments du
triplet tribologique pour le cas d’une articulation synoviale (saine et respectivement atteinte
de pathologies tel que 1’arthrite ou I’arthrose) sont présentés dans la figure 51.

On y distingue les deux premiers corps représentés par les surfaces du cartilage articulaire
(arthritique ou arthrosique en cas de pathologie articulaire) et le troisiéme corps constitué par
le fluide synovial. Pour que le triplet tribologique soit complet, il faut tenir compte aussi du
systtme musculo-ligamentaire (non représenté dans ces schémas) qui joue le rdle de
mécanisme. Le choix des composants du triplet tribologique articulaire sera détaillé par la
suite.

e

/? N Meécanisme 1 corps
(Pl | -,[ 1 3% corps
~— i T
| / / 1 corps
. | |
| |
saine arthrite arthrose
a) b)

Figure 51. Articulation synoviale : (a) coupe anatomique ; (b) triplet tribologique articulaire
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C1.1. Choix des corps en contact (1°" corps)

Afin de visualiser in situ le contact lors des essais de frottement nous permettant 1’étude du
comportement tribologique des interfaces phospholipidiques pathologiques, nous avons été
emmenés a utiliser deux types de premiers corps dans le modéle ex vivo :

1. un matériau modele pour le cartilage articulaire ;

2. une contre face en verre transparent.

C1.1.1. Modele ex vivo pour le cartilage articulaire [7,8,20,49]

Comme dé¢ja indiqué dans la section §A.3.2., pour simuler les propriétés mécaniques du
cartilage articulaire, notre choix s’est porté sur I’hydrogel HEMA. Ainsi, les premiers corps
utilisés comme modeles sont des ébauches des lentilles cornéennes en HEMA (Corneal
Industrie) hydratées 48h avant utilisation dans les essais tribologiques visant 1’étude de
différents parameétres caractérisant I’évolution des pathologies articulaires. La rugosité de la
surface frottante de la lentille HEMA est trés faible (quelques nanometres RMS) [49].

NB : il faut faire attention au milieu d’hydratation de HEMA (car ce matériaux change ses
proprietés mécaniques une fois laissé pour 48 heures dans un milieu aqueux donné).

C1.1.2. Verre borosilicate

Afin d’assurer la visualisation in situ du contact pendant les essais de frottement, on a utilisé
une contre face transparente en verre borosilicate (Pignat, Vaulx-en-Velin, France et CVI
Melles Griot, Voisins Le Bretonneaux, France).

Avant leur utilisation dans les essais tribologiques effectués, les plans de verre sont d’abord
lavés grossierement a la main puis immergés dans un mélange d’eau ultra pure et d’un savon
spécifique au verre (Microson, Fisher-Bioblock, France) dans une cuve a ultrasons a 60°C
pendant 20 minutes. L’eau ultra pure utilisée est obtenue par osmose inversée (systeéme
Millipore Direct- QTM3) et passée a travers un filtre de 0,22um. Sa résistivité est de 18,2
MQ.cm. Les surfaces sont ensuite rincées a 1’eau ultra pure pendant 5 minutes, et nettoyées a
nouveau pendant 20 minutes aux ultrasons a 60°C dans le détergent. La méme procédure est
répétée avec I’eau ultra pure. Les plans en verre sont rincés pendant 5 minutes a 1’eau ultra
pure et ensuite sont gardés dans 1’eau ultra pure pour éviter toute possible contamination des
surfaces avec diverses impuretés. Pour cela, nous contrélons systématiquement la propreté du
plan par une observation directe du front de démouillage de 1’eau sur la surface. Si la surface
est propre, le front est droit et régulier. En présence de défauts (ou impuretés), le front s’y
accroche. De telles surfaces ne seront pas utilisées dans nos expériences en état, mais
seulement si I’application a nouveau de la procédure de lavage permet d’obtenir des surfaces
propres. L’état de surface des plans a été aussi vérifié par des mesures d’AFM [19].
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L’¢état de propreté et de rugosité des surfaces constitue un facteur essentiel a la réussite des
manipulations, donc la préparation du substrat sur lequel on va déposer les bicouches est tres
minutieusement contrdlée (Fig. 52).

15.0 nm

T

02 04 06 08 1 12 14 16 pm

0.0 1: Height 2.0 pm
a) b)
Figure 52. Vérification de la propreté des surfaces : () microscopie optique ; (b) analyse AFM de la
topographie de la surface du verre propre (avec profil en z selon la ligne indiquée) [19]

Le protocole de nettoyage des surfaces du verre peut affecter :

- l’accrochage des phospholipides sur les surfaces pendant le dépdt des interfaces
phospholipidiques de type « bicouches phospholipidiques supportées » si 1’hydrophilie
est insuffisante ;

- la rugosité de la surface et ainsi peut influencer/modifier la variation de p pendant les
essais.

C1.2. Choix du lubrifiant (3*™ corps)

Comme nous I’avons déja présenté dans la section §A.3.3., en rapport avec la structure
discontinue du FS et les objectifs de cette thése, nous avons choisi comme modéle pour le 3™
corps (Fig. 53) :
- A linterface avec le 1% corps: les bicouches phospholipidiques supportées par les
surfaces de HEMA ou de verre
- dans le volume: une couche aqueuse piégée entre deux bicouches lipidiques,
constituée par différentes solutions salines du pH contrdlé ou pas.

SO

couche aqueuse

™ J

Figure 53. Schéma du 3™ corps modéle (bicouches phospholipidiques et couche aqueuse)

5nm

bicouches
lipidiques
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C1.2.1. Lubrifiant - Interfaces phospholipidiques

Les interfaces phospholipidiques de type « bicouches phospholipidiques supportées » (Fig.
54) sont des systémes modeles biomimétiques facilement accessibles a des techniques de
caractérisation de surface qui permettent I'é¢tude des processus biologiques ou physico-
chimiques qui se produisent au niveau moléculaire. L’épaisseur d’une bicouche est d’environ
40A [47] et varie en fonction de type de lipide qui la constitue. La fluidité est maintenue par
une couche d’eau de 10 A qui se trouve entre le substrat et la bicouche [10].

L4
@ & e .. Lipid
9 bilayer

i | = — S,

Figure 54. Schéma d'une bicouche phospholipidique supportée [14,38].

Afin d’obtenir une interface phospholipidique déposée de haut qualité (ayant peu ou pas de
défauts) la surface du support doit étre hydrophile, lisse et propre. Ainsi, les meilleurs
substrats pour le dépot des bicouches supportées sont celles en silice fusionnée [46], de verre
borosilicate [15,46], de mica [54] et d’oxyde de silicium [46].

Les premiéres études sur le modéle bio-tribologique ex vivo (these AM Sfarghiu, 2006) ont été
réalisées en utilisant principalement comme phospholipide le DPPC”. Comme le suggérent les
résultats d’analyse lipidomique (Partie B) les phospholipides des fluides synoviaux
pathologiques sont principalement de type PC et plutdt en phase fluide (en plus d’acides gras
poly-insaturés, 1’acide oléique et 1’acide gras mono-insaturé prédominant au niveau des
queues des phospholipides). De plus, il est connu que le principal phospholipide caractérisant
le milieu vivant est le POPC', mais ¢’est un phospholipide asymétrique (une chaine acyle
saturée et la deuxiéme insaturée, voir fig. 25 - Partie B) et cette caractéristique pourrait
perturber les interprétations physiques a I’échelle nanométrique. Pour cela, on a choisi
d’utiliser le DOPC*, phospholipide symétrique (comme le DPPC utilisé auparavant), mais en
phase fluide. Ces deux phospholipides possédent deux chaines carbonées symétriques, cet-a-
dire identiques. Leur structure moléculaire est présentée dans la figure 55.

Le DPPC (16:0 PC) est un phospholipide dont les chaines carbonées (acyle) sont saturées (il
n’y a pas de liaisons covalents multiples dans leur structure); chaque chaine aliphatique
contient 16 atomes de carbones. En utilisant le DPPC, les bicouches lipidiques qu’on obtient
sont en phase gel (solide) a la température ambiante (afin d’obtenir une transition de la
bicouche vers une phase fluide il faut augmenter la température au dela de sa température de
transition de phase, Ty, pppc = 41°C).

" DPPC = 1,2 — dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, PC 16:0, 16:0 ;
T POPC = 1-palmitoyl-2-oleoyl- sn-glycero-3-phosphocholine, PC 16 :0,18 :1 ;
Y DOPC = 1,2 — dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, PC 18:1, 18:1 ;
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Le DOPC (18:1 PC) est un phospholipide dont les chaines aliphatiques présentent une
instauration (cet-a-dire il y a une double liaison dans chacune des chaines, qui comptent 18
atomes de carbones, 18 :1, acide oléique). La présence de la double liaison empéche que la
molécule puisse se compacter en phase ordonnée ce qui « garantit » que les bicouches de
DOPC restent en phase fluide a la température ambiante (Ty, popc = - 22°C).

DPPC*
a) b)
Figure 55. (a) Structure chimique et (b) vue 3D des molécules de DOPC et DPPC (* source : Avanti
Polar Lipids ; taille des molécules dans JMol®)

C1.2.1.1. Méthodes générales pour la formation des bicouches phospholipidiques

11 existe plusieurs méthodes générales pour la formation des bicouches:

e la méthode Langmuir Blodgett : 1a méthode la plus controlée du point de vue de la
structure de la bicouche mais non utilisée dans cette these a cause des difficultés de
mise en ceuvre du dépdt sur la surface poro-¢lastique du HEMA ;

e |I’éclatement de vésicules lipidiques [selon 2,41,43], bien contrdlée du point de vue
physico-chimique mais trop colteuse par rapport a la quantité de lipides nécessaires ;

e la co-adsorption des micelles complexes « lipide/détergent » [selon 26], avec une
mise en ceuvre plus difficile de point de vue physico-chimique mais moins cotiteuse
par rapport a la quantité de lipides nécessaires.

Pour les études décrites dans cette thése nous avons utilis€ la méthode d’éclatement de
vésicules et celle de co-adsorption de micelles (protocoles d’obtention décrits en detail dans
I’annexe) :

a) La formation de bicouche supportée par éclatement de veésicules lipidiques (Fig. 56a)
Cette technique consiste en l'adsorption et la fusion des vésicules lipidiques a partir d'une
suspension aqueuse a la surface du substrat. Cette technique permet de réaliser le dépot de
bicouches sur les surfaces hydrophiles ou hydrophobes, mais parfois les vésicules n’éclatent
pas et sont adsorbées intactes sur la surface de support. Les bicouches contenant du DOPC
obtenues avec cette méthode seront appelées dans la suite du présent manuscrit, DOPC,.

b) La co-adsorption des micelles mixtes lipide/détergent (Fig. 56b)
Cette technique utilise un détergent non-ionique (dodecyl-maltoside, DDM) pour solubiliser

87



Thése M. Corneci, 2012

les lipides et former ainsi des micelles mixtes. La technique comporte deux étapes :

- L’incubation (5min) des surfaces propres des 1 corps (verre, HEMA) dans la
solution de micelles, en présence de Ca** (20mM) pour que les micelles
puissent s’accrocher sur la surface.

- Le ringage des surfaces (Fig. 57) : par dilution lente (~1h30) pour éliminer le
détergent et le surplus de lipides. Apres cette étape de ringage, des surfactants
DDM sont toutefois susceptibles d’étre restés dans la bicouche a 1’état de
traces.

Cette technique est facile a réaliser et peu coliteuse car elle ne nécessite pas de dispositifs
spéciaux, et elle utilise une quantité tres faible de lipides.

Suspensian agueuse W Reservair dieau i
de pelites vésicules ° | " .
e pre . i Eservoir d eau
[lPIdI?UzaWC Ca X Maolecue da lipide
"

BE=H — . * hoicue de detergent
Incubaticf} des surfaces o T —
adsorption deq fésicules linidiques H I e rerer DAY
Eclatemenf|des vésicules i it £ .
Ringage §{ I'sau pure i, | I3 | |Eezzed T
Elimination dy su’plus ipidlque Lo 25 o"‘m‘-':: f‘::‘ol‘:: :’I‘:;ﬂ:ﬂsﬁl‘quﬂ e r‘i I.I'| dllI detergent
é% %%% E;i;:ri!«qi IE E Riidakke ‘uil
| Surface HEMA | - ‘Surface HEMA aprés incubation J " Suriace HEMA aprés ditution
a) b) a) bl
a) fusion des vésicules b) co-adsorption des micelles

Figure 56. Méthodes d’obtention des bicouches phospholipidiques supportées

Flgu re 57. Montage experlmental pour le ringage (« goutte a goutte ») des interfaces
phospholipidiques apres incubation

Pour obtenir un dépot lipidique plus compact, on peut réaliser une deuxiéme incubation /
dilution lente, mais cela avec une solution d’incubation dix fois plus diluée (donc avec 0,0114
mg/ml de micelles). Le taux de dilution (débit de dilution Qg/volume de dilution V4) est un
paramétre crucial pour controler 1’intégrité et la densité des bicouches lipidiques obtenues et
donc leurs propriétés nano-mécaniques et tribologiques comme nous le verrons par la suite

Les bicouches contenant du DOPC obtenues avec cette méthode seront appelées dans la suite
du présent manuscrit, DOPCy,.
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C1.2.1.2. Caractérisation des interfaces phospholipidiques

Les bicouches phospholipidiques sont des structures instables qui sont facilement mises hors
équilibre par des variations des paramétres mécaniques ou physico-chimiques. De plus, leur
qualité structurale dépend du controle des paramétres caractérisant les techniques du dépat.

Ainsi, pour vérifier la qualité structurale et mécanique des bicouches lipidiques on a utilisé :

a. la microscopie a épi-fluorescence afin de verifier I’hnomogéneéité macroscopique ;

b. la microscopie a force atomique afin de vérifier I’hnomogénéité a I’échelle
micrométrique et par spectroscopic de force atomique pour tester la stabilité
mécanique.

a) Homogénéité macroscopique des interfaces lipidiques

L’homogénéité (I’intégrité) des interfaces phospholipidiques obtenues est systématiquement
vérifiée en microscopie de fluorescence (Fig. 59). Pour ce faire, nous avons ajouté
préalablement dans la solution lipidique 1% de lipides fluorescents (marqueurs moléculaires
spécifiques). Un marqueur fluorescent (fluorophore ou fluorochrome) est une molécule qui
posséde la propriété d'absorber de I'énergie lumineuse (lumiere d'excitation) et de la restituer
sous forme d'énergie de fluorescence (lumiere d'émission). Pour pouvoir séparer et détecter la
lumiére de fluorescence en microscopie de fluorescence il est essentiel que les deux longueurs
d’onde, d’émission et d’excitation soient assez différentes. Au cours de nos manipulations
nous avons utilisé deux types de lipides fluorescents (Fig. 58) :
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Figure 58. Structure chimique et spectres d’excitation (partie gauche de chaque spectre) et
d’émission (partie droite de chaque spectre) des lipides fluorescents (a) NBD-PC et (b)
TRITC DHPE

e le NBD-PC (810131P, Avanti Polars Lipids) dont la partie fluorescente (NBD) est
liée chimiquement a I'une des queues lipidiques. Ce lipide est excité par une

*
Un marqueur fluorescent (fluorophore ou fluorochrome) est une molécule qui posséde la propriété d'absorber de 1'énergie lumineuse

(lumiére d'excitation) et de la restituer sous forme d'énergie de fluorescence (lumiere d'émission). Pour pouvoir séparer et détecter la lumicre
de fluorescence en microscopie de fluorescence il est essentiel que les deux longueurs d’onde, d’émission et d’excitation soient différentes.
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lumicere bleue (465 nm) et cette excitation le fait émettre une lumiere verte (535
nm).

e le TRITC-DHPE (T-1391, Molecular Probes), lipide dont la partiec fluorescente
(rhodamine) est accrochée sur la téte polaire ; ce lipide est excité par une lumiére
verte (540 nm) et cette excitation le fait émettre une lumiére orange (566 nm).

Technique de visualisation en microscopie optique de fluorescence

La source de lumiére du microscope optique de fluorescence est une lampe a vapeur de
mercure qui émet une large gamme de longueurs d’onde du visible (400 a 800 nm). Le
faisceau lumineux divergent, émis par la source, est transformé en un faisceau parallele qui
est réfléchi par un miroir dichroique vers 1’objectif (Fig. 133, en annexes). L’objectif du
microscope transforme le faisceau parallele en un faisceau convergent qui est focalisé sur
I’objet analysé. La réflexion de ce faisceau sur 1’objet est transmise par 1’intermédiaire du
miroir dichroique a 1’oculaire ou a la caméra de fluorescence. Le diaphragme de champ
d’ouverture nous aide a réaliser la mise au point du microscope et a focaliser le faisceau sur la
surface d’un objet transparent (par exemple : surface de verre ou surface HEMA). La mise au
point est bien réalisée quand on obtient une image nette de la projection du contour octogonal
du diaphragme de champ du microscope sur la surface transparente (Fig. 52). Ce réglage est
ensuite conservé lors des visualisations en fluorescence. Ensuite la caméra de fluorescence
enregistre les images issues du microscope en les transformant en nuances de gris : les zones
plus claires correspondant a des détails plus fluorescents, par rapport aux zones sombres qui
ont moins de fluorescence. Il est important, pour comparer les images prises avec le méme
objectif du microscope, de maintenir constants les parameétres principaux de la caméra, qui
sont le temps d’exposition, le gain, le minimum et le maximum de 1’échelle enregistrée des
niveaux de gris.

En employant cette méthode pour la visualisation en fluorescence des bicouches lipidiques
(lumiere bleue ou verte en fonction du marqueur fluorescent utilisé), plusieurs situations se
présentent (Fig. 59) :

- Si la surface analysée ne contient pas d'éléments le diaphragme n'apparait pas dans
l'image. C’est par exemple le cas d’une surface de verre sans bicouche lipidique (Fig.
59B) ;

- si la surface analysée contient des éléments fluorescents, les images obtenues en
fluorescence sont constituées d'une zone claire limitée par 1'octogone du diaphragme ;
cette zone claire peut étre :

- uniforme, comme dans le cas d’une surface de verre avec bicouche lipidique

intacte (Fig. 59C qui montre une bicouche de DOPC préparée par la technique
des micelles du premier jour, la surface étant dense et homogene) ;

- ou révéler des détails, comme dans le cas d'une bicouche non homogene
présentant des vésicules lipidiques non éclatées de quelques dizaines de
micrometres (Fig. 59D) ; dans ce cas le dépdt n’étant pas homogene, de telles
bicouches seront exclues des études tribologiques et/ou AFM.
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Figure 59. Microscopie optique - exemples d’images qui peuvent étre obtenus suite au dépot des

1ers

interfaces phospholipidiques sur les surfaces des corps
(A) Surface vue en lumiére blanche ; (B-D) Images par microscopie en fluorescence” : (B) surface de
verre nue (sans dépot lipidique) ; (C) Dépdt homogene d’une bicouche de DOPC-NBDPC
fraichement préparée ; (D) Dépot non homogene d’une bicouche de DOPC-NBDPC fraichement
préparée (surface avec des points plus lumineux que d’autres a cause de vésicules non éclatées.

Ces observations en fluorescence permettent de détecter d’éventuels défauts dans la bicouche
lipidique ou au niveau du contact, de I’ordre de quelques. um. Cette résolution est suffisante
pour détecter au cours des essais tribologiques des phénoménes d’usure des bicouches
continues a grande échelles, mais, comme on verra par la suite, des caractérisations a plus
grande résolution (par microscopie AFM) ont été nécessaires afin d’expliquer des résultats
trés différents pour des essais tribologiques qui montrent pourtant des interfaces uniformes a
grande échelle.

Par rapport a ces visualisations en fluorescence, on a détecté une nette évolution de I’intensité
de fluorescence, qui a été analysée a partir de visualisations en microscopie de fluorescence
faites juste aprés leur dépot et le lendemain (Fig. 60). Afin d’empécher tout effet de
photoblanchiment naturel du a ’action de la lumicre sur les marqueurs fluorescents, les
bicouches ont été¢ gardées jusqu’au lendemain dans le milieu aqueux et dans le noir (les
récipients contenant les dépots ont été couvertes par du papier aluminium).

Les résultats en microscopie en fluorescence (Fig. 60) indiquent apres une journée en solution
la baisse de I’intensité en fluorescence du dépdt (dans le milieu aqueux utilisé dans les essais),
a I’échelle optique des images en fluorescence (objectif x20, résolution de quelques pm).

“ La taille de la zone observée lors de I’acquisition de ces images en fluorescence est typiquement
d’environ 400 x 400 pm.
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Figure 60. Photoblanchiment des interfaces phospholipidiques DOPC
(a) image en fluorescence des DOPC, et DOPC,, le jour du dépét (en haut) et le 2°™ jour (en bas) indiquant la
ligne de fluorescence analysée; (b) Analyse de I’intensité lumineuse sur verre avec le logiciel d’analyse d’image
ImageJ.

Comme on a évité les effets de photoblanchiment, ces résultats pourraient signifier qu’il y a
possiblement un effet d’oxydation de ces bicouches. Si 1’oxydation des phospholipides
composant les bicouches DOPC se produit, des especes de type lyso-PC peuvent étre mis en
¢vidence (Fig. 61). Ainsi, par une analyse qualitative (séparation chromatographique sur
plaque, Fig. 61, voir fig. 122 en annexe pour le principe de séparation) on a pu mettre en
évidence la formation des especes lyso-PC au niveau des bicouches DOPC,, aprés leur
maintien prolongé dans le milieu aqueux (Fig. 61a) par rapport au cas d’une bicouche
fraichement préparée (Fig. 61b).
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Figure 61. (a) Présence des traces de lyso-PC au niveau des bicouches DOPC,, (2 jours de maintien
dans le milieu aqueux) et (b) absence dans le cas d’une bicouche DOPC,, fraichement préparée
Analyse qualitative chromatographique (séparation CCM, sur plaque) selon la méme technique
que celle utilisée dans la partie B pour la séparation des lipides contenus dans les échantillons
de FS analysés Les détails de la technique sont présentés en annexe.
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b) Homogénéité a I’échelle micrométrique et stabilité mécanique des interfaces lipidiques

Bien que les bicouches observées soient homogeénes a 1’échelle macroscopique (en
fluorescence) on s’est rendu compte que la qualité structurelle a I’échelle micrométrique de la
bicouche dépendait des parameétres caractérisant la technique du dépot spécialement pour le
dépot par la méthode de co-adsorption des micelles, pour laquelle les parameétres ne sont pas
encore bien définis. Afin de définir ces paramétres, nous avons étudié:

- I’influence de nombre d’incubations (1 ou 2) lors du dépét  des bicouches
DOPC,;;

- P’influence de taux de dilution lors du ringage du surplus lipidiques qui pourrait
permettre I’existence d’éventuelles traces de molécules de détergent DDM, utilisé
dans la préparation de la solution de micelles, dans les interfaces
phospholipidiques obtenues par cette méthode.

En ce qui concerne la stabilit¢é mécanique des interfaces phospholipidiques, on a testé leur
résistance nano-mécanique par des essais d’indentation jusqu’a la rupture de la bicouche. Ceci
ont été réalisés avec un AFM commercial (Multimode NanoScope III, Veeco Instruments,
Santa Barbara, CA), en utilisant une pointe en nitrure de silicium (SizNy4), de forme
pyramidale, ayant un rayon de courbure de 10nm en téte de la pyramide (Fig. 62), supportée
par un levier de forme triangulaire avec une constante de raideur k d’environ 0,08 N /m,
calibrée par la méthode du bruit thermique (largement utilisée pour calibrer la raideur des
leviers [18,19,48,58]). La calibration a été réalisée avant utilisation en utilisant la méthode de
bruit thermique sur un AFM avec un microscope Asylum MFP-3D Stand Alone AFM (en
collaboration avec A. Piednoir, LPMCN, UCBL).

Le principe de fonctionnement du microscope a force atomique est détaillé dans les annexes.

Figure 62. Le levier et la pointepyramidale AFM - image en microscopie €lectronique [32]

De méme que I’homogénéité structurale a 1’échelle microscopique, la stabilité mécanique des
bicouches lipidiques a été étudiée en fonction des parameétres du dépot :

- influence de nombre d’incubations

- influence de taux de dilution.

" Les détails de protocole d’obtention des bicouches DOPC,, sont présentés en annexe.
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Les résultats de caractérisation nano-mécanique par AFM des interfaces DOPC,, ont été
obtenus lors des études expérimentales effectuées dans le cadre de la thése de F. Dekkiche
(soutenue en 2011) et complétés lors du stage de B. Munteanu (Projet de fin d’étude, INSA de
Lyon, 2010).

e Influence du nombre d’incubations

L’imagerie AFM nous a permit de mettre en évidence I’influence du nombre d’incubations
lors de dépdt des bicouches DOPC,, sur ’homogénéité structurale (Fig. 63).

Les images AFM obtenues dans la journée du dépdt (Fig. 63a) ne montre pas de différences
entre 1 et 2 incubations. Ainsi, dans la figure 63a on retrouve la rugosité de la surface en verre
en dessous de la bicouche, pour I’imagerie AFM des deux types de bicouches.

Les images AFM de deuxiéme jour de la surface avec le dépot DOPC,, (pour des bicouches
gardées ~24h a 4°C et a ’abri de la lumiere) pour le cas d’une seule incubation (Fig. 63b)
montrent une bicouche discontinue sous forme d’ilots avec une rugosité pic a pic d’environ
Snm (une seule bicouche lipidique), tandis que pour le cas de deux incubations (Fig. 63c¢) la
bicouche est plus compacte avec une densité lipidique plus grande mais des trous d’environ
Snm de profondeur (une épaisseur de bicouche) peuvent y étre mis en évidence.
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Figure 63. ITmagerie en microscopie de force atomique des bicouches de DOPC,, préparées par la
méthode de co-adsorption des micelles: (a) homogénéité de la bicouche le 1% jour (aprés dépot) ; (b)
ilots dans la bicouche a 1 incubation (le 2°™ jour) ; ) trous dans la bicouche a 2 incubations (le 2°™
jour)

Ces valeurs se correlent bien avec les épaisseurs des bicouches de DOPC obtenues dans la
littérature par Tiberg et al. [47,51] qui ont mesuré par ellipsométrie et par réflexion de
neutrons une €épaisseur de 4.3 nm sur des surfaces en silicium avec des bicouches préparées
avec la méme méthode. Ainsi, on peut déduire que dans ce cas, les bicouches s’oxydent apres
une période prolongée dans un milieu aqueux (contenant donc de 1’oxygene) et perdent ainsi
leur intégrité en format des trous. En effet, suite a ’oxydation des bicouches (Partie B), des
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especes lyso-phospholipides se forment au niveau de la bicouche. Celles-ci sont considérés
comme de trés puissants détergents naturels et la formation de trous au niveau des bicouches
DOPC,, 2 incubations et semblable a celle dans le cas des bicouches 1 incubation contenant
des traces de DDM.

Ces résultats suggerent qu’il reste des molécules de détergent dans la bicouche, molécules qui
sortent pendant les 24h de repos et qui déterminent 1’apparition des trous et des ilots. Pour
confirmer cette hypothése, on a fait :

- des dosages biochimiques ;

- des mesures du coefficient de diffusion.

Pour les dosages on a pu faire seulement une estimation qualitative a partir des
chromatographies sur couches minces (CCM, Fig. 64). Ces résultats montrent la présence des
traces de DDM dans la bicouche 1 incubation (Fig. 64a) et 1’absence des traces pour les
bicouches obtenus aprés 2 incubations (Fig. 64b). L’absence des traces de détergent pour le
cas des bicouches a 2 incubations pourrait aussi étre due a l’existence d’une trés faible
quantit¢ non décelable par la technique utilisée, comparable avec celle pour le cas des
bicouches a 1 incubation. Il conviendrait donc d’améliorer la technique et de faire en plus
d’une estimation qualitative aussi une détermination quantitative du détergent qui resterait
dans les bicouches lipidiques.

Ces résultats confirme les observations de Grant et Tiberg [26] qui ont montré que le
détergent DDM reste présent dans la bicouche fraichement déposée apres une seule
incubation et qu’il ne peut étre complétement ¢€liminé qu’en veillant a un ringage
suffisamment étendue et a long temps d'équilibrage suffisant entre les différentes étapes
d'adsorption [51].

échantillon (bicouche) standards échantillon (bicouche) standards
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migration des espéces moléculaires
migration des espéces moléculaires

& F— & o—
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a) b)
Figure 64. (a) Présence des traces de détergent DDM au niveau des bicouches DOPC,, 4 1 incubation
et (b) absence dans le cas d’une bicouche DOPC,, a 2 incubations
Analyse qualitative chromatographique (séparation CCM, sur plaque) selon la méme
technique que celle utilisée dans la partie B pour la separation des lipides contenus dans
les échantillons de FS analysés Les détails de la technique sont présentés en annexe.
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Il est fort probable que la présence des molécules du détergent au niveau de la bicouche
lipidique la rend plus fluide. Pour cela, des études complémentaires ont été faites afin de
déterminer le coefficient de diffusion intramoléculaire au niveau des bicouches DOPC,,, le
jour de leur obtention et apres 24h.

Pour cela on a utilisé la technique du FRAPP (Fluorescence Recovery After Patterned
Photobleaching, détails en annexe) qui mesure la mobilit¢é des molécules lipidiques
fluorescentes a I’intérieur de la bicouche lipidique. Cette mobilité est calculée a partir de la
mesure du temps nécessaire au recouvrement de la fluorescence apres le photoblanchiment
des franges de 27um d’épaisseur a I’aide d’un faisceau laser (Fig. 65).
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Figure 65. (A) Principe du retour de fluorescence aprés photoblanchissement et (B) courbe de la
remontée de fluorescence

> temps

Il faut préciser que les résultats d’analyse FRAPP inclus dans ce manuscrit, sont des
résultats préliminaires [Pfe B Munteanu, 2010] et que pour une compréhension plus
approfondie d’autres études sont en cours [these B Munteanu, en cours].

Ainsi, les premiers résultats (Fig. 66) pour le cas de la bicouche contenant des traces de
détergent (1 incubation) indiquent une diminution du coefficient de diffusion le 2°™ jour par
rapport au 1¥ (mesuré dans 40% des cas). Dans le reste de 60 % on n’a pas pu mesurer le
coefficient de diffusion car la fluorescence n’a pas été récupérée apres le photoblanchiment.
Cela suggere que la bicouche DOPC a 1 incubation est donc discontinue a 1’échelle de 27 pym
(épaisseur des franges), ayant des régions connectées (40%) et des régions discontinues
(formées seulement par des ilots, dans 60% des cas).

Le coefficient de diffusion des bicouches DOPC,, a 2 incubations est nettement plus fiable
que celui des bicouches a 1 incubation le 1¥ jour, et il ne change pas au cours de temps (Fig.
66). Ces bicouches sont considérées plus compactes, avec une distribution uniforme des
lipides et ne présente que peu de traces de détergent.

Les résultats obtenus confirment notre hypothése qui considére que pendant le maintien dans
le milieu aqueux, les molécules de détergent adsorbées au niveau de la bicouche déposée par
une seule incubation, s’échappent en solution générant ainsi la formation des discontinuités au
niveau du dépdt lipidique (Fig. 63b).
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Figure 66. Vieillissement des interfaces phospholipidiques de type DOPC,, avec des traces
importantes (1 incubation) et négligeables (2 incubations) de détergent DDM — analyse par FRAPP
[BMunteanu, PFE 2010 & AM Trunfio - communication personnelle]

Les résultats d’analyse de la stabilité mécanique des bicouches lipidiques montrent que dans
I'eau ultra pure, 100% des bicouches DOPC,, analysées ont été rompues par la pointe,
générant une distance de saut entre la pointe et le substrat (surface en verre) d’environ 4.5 nm
(Fig. 67B,D) valeur qui correspond a 1’épaisseur d’une bicouche phospholipidique déposée
sur la surface de verre. Toutefois, on peut noter une nette différence entre les bicouches
obtenues suite a une seule incubation et celles apres 2 incubations : la répartition des forces de
rupture (noté force de pénétration dans les images) indique un pic a 0,375 nN dans le cas
d'une incubation (Fig. 67A) tandis que ces forces sont plus élevées avec un second pic large

entre 1 et 3 nN dans le cas de deux incubations (Fig. 67C).
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Figure 67. Histogrammes correspondant a la force de pénétration (A,C) et a la distance de saut (B, D)
mesurée par AFM pour des bicouches de DOPC,, dans I'eau ultra pure en fonction du nombre
d’incubations utilisées pour leur dépot par la méthode de co-adsorption de micelles. (A-B) une

incubation ; (C-D) deux incubations ; Les couleurs correspondent a des expériences différentes taux de

dilution avec différents échantillons.
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Ces résultats suggerent que les bicouches a 2 incubations sont plus denses et plus résistantes a
I’indentation mécanique. C’est pour cela que pour la suite des essais on est resté sur le choix
d’utiliser dans le cas de la technique d’adsorption des micelles seulement des bicouches
obtenues apres 2 incubations.

e Influence de taux de dilution

Pour étudier I’influence du taux de dilution” pour le cas des bicouches DOPC,, 4 2 incubations

on a fait varier le taux de dilution : trés rapide (4 min™), intermédiaire (1 min™) et lent (0,7
.

min").

L’imagerie AFM de ces bicouches (Fig. 68) montre une claire corrélation entre le taux de
dilution et I’intégrité des bicouches supportées:

- les bicouches obtenues avec un débit rapide (4 min ', Fig. 68a) sont discontinues et
présentent des ilots de diamétre de quelques pm et une hauteur pic a pic d’environ 5
nm. (identique avec les bicouches a 1 incubation, Fig. 63b); La présence des ilots est
trés probablement due a I’élimination d’une grande quantité des lipides pendant le
ringage ;

- les bicouches obtenues avec un débit intermédiaire (1 min', Fig. 68b) sont plus
compactes avec des petits trous et une densité de lipides plus élévée ;

- les bicouches obtenues a un débit beaucoup plus faible (0.7 min”, Fig. 68c) sont
intactes avec une répartition uniforme des lipides sur la surface testée.

BT e | Gsszem | 418 150 nm

RO m@w@m SRR

‘ substrat ’ substrat ' substrat

a) b) )
Figure 68. Imagerie AFM des bicouches de DOPC,, apres deux incubations
(a) dilution rapide (4 min ), (b) dilution intermédiaire (1 min ) et (c) dilution lente (0.7 min™) (B.
Munteanu, Pfe 2010):

" Le taux de dilution = débit de dilution (Qg)/ volume de dilution (Vq)
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D’un point de vue nano-mécanique, les résultats obtenus pour des bicouches DOPC,,, a 2
incubations, obtenues a des taux de dilution rapide et lente (Fig. 69) montrent :
- une faible résistance a 1’indentation pour les bicouches obtenus avec une dilution

rapide : 85% des bicouches sont susceptibles d’étre rompues par la pointe AFM a une
force trés faible (environ 0.4 nN); on observe aussi que la distance de pénétration
corresponds plutdt a 1’épaisseur de 2 bicouches lipidiques (environ 8nm) ce qui
suggere ainsi qu’une partie de la bicouche est adsorbée sur la surfaces de la pointe
AFM qui rompt ainsi deux bicouches superposées (schéma sur la Fig. 69) ;

- la résistance mécanique de la bicouche obtenue aprés une dilution lente est supérieure
a celle de la bicouche obtenue en appliquant une dilution rapide : seulement dans 60%
des cas les bicouches apres dilution lente sont rompues a des forces allant jusqu’a
7nN, avec la longueur du saut correspondant a 1’épaisseur d’une seule bicouche
(~4,5nm).
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Figure 69. Coefficient de diffusion moléculaire au niveau des bicouches de DOPC,, aprés deux
incubations, pour dilution rapide ou lente (B. Munteanu, PFE 2010)

Notons que ces résultats sont 1égerement différents de ceux de la fig. 67, mais qu’ils ont été
réalisés a deux ans d’intervalle.

En ce qui concerne spécifiquement les bicouches DOPC,,, afin d’obtenir des interfaces
phospholipidiques qui soient homogenes, intactes, avec une répartition uniforme des lipides
sur la surface testée et utiles dans 1I’étude tribologique par les essais de frottement, il est
nécessaire pour leur dépot d’appliquer une méthodologie utilisant : 2 incubations et un ringage
« goutte & goutte » utilisant un trés faible taux de dilution (0.5 min™). Ces paramétres sont trés
importants a prendre en considération pour 1’étude des propriétés des membranes
phospholipidiques.

99



Thése M. Corneci, 2012

C1.2.2. Lubrifiant — la couche agueuse

Nous avons ¢étudié conjointement le comportement tribologique et la résistance nano-
mécanique des interfaces phospholipidiques de type DOPC,, et DOPC, en présence de
différentes couches aqueuses reproduisant la variation de divers parameétres caractérisant les
pathologies articulaires :

- {W}, eau ultra pure, pH ~ 5.6, (MilliQ, Millipore, résistivité¢ 18,2M€Q.cm)

- {S}, solution saline, pH 5.8, NaCl 150 mM ;

- {Tm}, solution tamponnée, tampon TRIS maléate pH 5.6 ;

- {Ac}, solution tamponnée, tampon acétate, pH 5.6 ;

- {T}, solution tamponnée, tampon TRIS pH 7.2 ;

- {Ts}, solution saline tamponnée, tampon TRIS pH 7.2, NaCl 150 mM ;

- {Ts}, solution tamponnée, tampon TRIS pH 8.4 ;

Toutes les solutions ont été filtrées avec une membrane de PES (0,20 um) avant utilisation.
La viscosité de ces solutions n’est pas modifiée et elle reste de méme ordre de grandeur
que la viscosité de I’eau (1.002-10° Pa-s), mais, & des épaisseurs trés faibles (quelques
nm) on ne connait pas encore I’effet de ses solutions sur la viscosite.

Les solutions tampon (TRIS/HCI) saline tamponnée (TRIS/HCI, 150mM NaCl) qui
permettent de maintenir le pH constant pendant les expériences ont été choisies de telle fagon
afin d’assurer un pH a une valeur de 7.2 (valeur physiologique) et propice a 1’action de la
PLA; déterminant 1’évolution pathologique locale et respectivement de 8.4, un pH alcalin,
caractéristique et favorable a I’action de I’enzyme ALP qui agit aussi au niveau articulaire
lors des pathologies. Dans ces solutions tampon on a utilis¢ 150mM NaCl pour obtenir les
solutions salines afin de reproduire ex vivo la pression osmotique physiologique.
Les caractéristiques différentes (spécifiques a 1’évolution pathologique articulaire) de ces
milieux aqueux utilisés lors des essais tribologiques nous permirent de mettre en évidence
I’influence de la variation de ces parameétres physico-chimiques sur le comportement des
interfaces phospholipidiques analysées :

- le role du tampon pour le maintien d’un milieu stable a un pH précis ;

- la variation du pH, de milieu tampon et de la pression osmotique.

Ces variations de parameétres sont synthétisées dans la figure 70.
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Figure 70. Parameétres utilisés afin d’étudier le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques modeles

C1.3. Choix du mécanisme tribologique — dispositif expérimental

Dans le cas des articulations synoviales, le mécanisme met en mouvement les premiers corps
du contact (les cartilages articulaires) par 1I’intermédiaire du systéme neuromusculaire
(générateur du mouvement) et du systéme ligamentaire (assurant les « liaisons flexibles »
entre les premiers corps, liaisons qui limitent et stabilisent les mouvements articulaires, en
imposant les degrés de libert¢ cinématiques qui sont spécifiques de la conformation de
’articulation synoviale).

La bibliographie présente des études de dynamique articulaire qui permettent de connaitre les
valeurs des sollicitations globales imposées par le mécanisme articulaire au cours de la
marche normale [3,56], données globales qui sont ensuite utilisées dans des modeles
analytiques (cinématique ou €¢léments finis) permettant de remonter aux conditions locales du
fonctionnement du mécanisme articulaire (pression de contact et vitesses relatives des
surfaces articulaires) [12,17,31,37].

Ces caractéristiques locales du mécanisme tribologique du modele articulaire sont simulées
par un dispositif expérimental cong¢u de fagon a permettre une analyse tribologique en temps
réel du contact, par la visualisation in Situ, au cours des essais expérimentaux et
I’enregistrement de 1’évolution du coefficient de frottement.

Ce dispositif expérimental (Fig. 71) permettant la reproduction ex vivo des paramétres
mécaniques choisis antérieurement pour caractériser le modeéle tribologique ex vivo a été mis
au point en 2006 au LaMCoS, dans le cadre de la thése d’ Ana-Maria Sfarghiu [49].
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Figure 71. Dispositif expérimental [49]

Le premier corps modele de type lentille HEMA (voir §C1.2) est fixé au fond d'un bac
contenant le troisiéme corps modele (voir §C1.3). Le bac est relié par I’intermédiaire d’un
systtme de lames flexibles a une table de déplacement qui impose des mouvements de
translation alternative.

Une contre face transparente (plaque en verre) forme le contact avec la surface supérieure du
premier corps modele. La charge normale N est appliquée par gravitation a I’aide de masses
annulaires. L observation du contact a travers la contre face en verre se fait in Situ au cours
des essais de frottement a I’aide d’un microscope optique droit en épi-fluorescence (Leica
DMLM) équipé d’une camera CCD (Leica DC350F) qui permet une visualisation a la fois en
lumiére blanche (classique), ou bien verte ou bleue (fluorescence) en fonction des
caractéristiques des lipides fluorescents qui ont été utilisés (Fig. 72).
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Figure 72. Visualisation in situ des interfaces phospholipidiques au niveau du contact
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La figure 73 montre le contact modele, avant frottement, visualisé en microscopie optique
classique (lumiere blanche) (Fig. 73a) et visualis€¢ en microscopie optique de fluorescence en
lumiére bleue (Fig. 73b). L’image en lumicre blanche permet de repérer le cercle intérieur
délimitant le contact (cf. schéma dans la fig.72 et la fleche courte dans la fig. 73a). Ce cercle
est invisible dans la visualisation correspondante en fluorescence (Fig. 73b) car avant le
frottement les bicouches lipidiques sont intactes et uniformes sur toute la surface frottante,
donc dans le contact et hors du contact. Par contre, la visualisation en fluorescence en lumiére
bleue (Fig. 73b) fait apparaitre en plus clair le cercle extérieur délimitant le bord de la partie
bombée de la lentille HEMA (fleche dans la fig. 73b). La visualisation de ce cercle est
possible car le bord de la lentile HEMA présente une fluorescence plus importante
puisqu’elle intégre la fluorescence de la portion verticale de la bicouche qui se trouve sur
I’épaisseur de ce bord (« h » dans la fig. 72).

Figure 73. Visualisation du contact modéle articulaire avant frottement en microscopie optique
a) classique (lumicre blanche) b) en fluorescence (lumiére bleue)

Afin de pouvoir comparer les images du contact obtenues en fluorescence (lumicre verte,
respectivement bleue) dans le cas de divers essais, les mémes parametres d’acquisition de la
caméra (gain et exposition) ont été rigoureusement utilisés.

Pour déterminer 1’évolution du coefficient de frottement p lors des essais tribologiques, on
déduit d’abord la force tangentielle T. Cette mesure est réalisée en utilisant un capteur de
position & courants de Foucault qui délivre une tension proportionnelle a la déformée du
systéme de lames flexibles supportant le bac [49].

Cette déformée ¢€lastique est proportionnelle a la force tangentielle. Un étalonnage avec des
masses marquées permet d’obtenir la valeur de la constante de proportionnalité (K.) entre la
force et la tension. Cette constante dépend des conditions de démontage et de remontage du
dispositif, nécessaires pour son utilisation sous le microscope optique permettant la
visualisation du contact au cours des essais. Par conséquent un étalonnage est réalisé en début,
puis a la fin de chaque essai (Fig. 74). On obtient ainsi la courge d’étalonnage (Fig. 75). La
sensibilité, la gamme de linéarité, et la position du capteur sont telles que 1'incertitude sur les
mesures de forces comprise entre -1N et IN est de 5.10™N.
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Figure 74. Etalonnage du dispositif expérimental avant/apres les mesures de frottement

En rapportant la force normale N (le dispositif expérimental nous permet de I’imposer par
gravitation) a la force tangentielle T mesurée a I’aide de capteur, on obtient le coefficient de
frottement (u=T/N). La variation de ce coefficient est enregistrée sur papier pendant les
essais, ce qui donne « la courbe de frottement ». Comme le mouvement de translation du
premier corps (impos€ par la table de déplacement du dispositif expérimental) est alternatif, la
courbe de frottement présente des parties « positives » et « négatives », chacune d’entre elle
marquant le changement du sens de déplacement (Fig. 76). Il faut aussi préciser que dans cette
configuration initiale du dispositif expérimental, pour des raisons techniques, la vitesse de
déplacement (0.6 mm/s) avait été imposée manuellement, cependant, 1’écart maximal
enregistré au cours d’une heure d’essai n’a pas dépassé + 0.15mm/s.
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Figure 75. Courbe d’étalonnage en début et a la fin d’un des essais tribologiques
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>
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Figure 76. Photo d’une courbe de frottement enregistré pendant les essais ex Vivo sur le papier
millimétrique
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C1.3.1. Améliorations du dispositif expérimental

Par rapport au dispositif expérimental initialement congu (Fig. 77A), la table de déplacement
qui supporte le bac avec les lames flexibles a été motorisée en 2008 [6] avec un contrdleur du
mouvement uniaxial, type SMC 100CC, couplé avec un systeme de vérins motorisés pour des
courses longues et capacité de charge élevée (Fig. 77B) et un logiciel a été crée sous LabView
pour le fonctionnement de la table de déplacement. Puis, en 2010 [16], I’enregistrement
automatique sur PC des courbes d’étalonnage et de courbes de frottement a été mis en point,
cependant ces enregistrements sont effectués en méme temps que celles « classiques » [49] se
basant sur I’inscription sur papier (Fig.77C).

Dans le cadre des essais tribologiques présentés dans ce manuscrit, la configuration
expérimentale 2008 du dispositif expérimental a été utilisée (Fig 77B). Ainsi, une vitesse de
glissement v=0,6 mm/s et une amplitude du mouvement Ax = 6,9 mm pour des essais de
frottement de 50 min (environ 150 cycles de mouvement aller-retour) ont été imposées et
contrdlées en utilisant un contréleur de mouvement a axe unique (SMC 100CC) couplé a un

systéme de moteur permettant des courses longues et ayant une capacité¢ de charge élevée
(Newport, USA). La visualisation du contact a été faite in situ sur I’écran du PC (avec
enregistrement numérique avant, pendant et en fin d’essai) a 1’aide du microscope optique sur
lequel on fixait le dispositif expérimental (Fig. 77) tandis que les courbes de frottement ont
été enregistrées sur papier (Fig. 76), a 1’aide d’un inscripteur inclus dans I’ensemble du
dispositif (Fig. 77).

(A) Dispositif —configuration (B) Dispositif utilisée (*controleur du (C) vue d’ensemble du dispositif avec visualisation du
initiale (These AMT, 2006) mouvement, ajouté depuis 2008) contact et enregistrement du frottement

Figure 77. Améliorations et vue d’ensemble du dispositif expérimental

C1.3.2. Validation du mécanisme de lubrification choisi

Afin de s’assurer que les conditions expérimentales utilisées correspondent bien au cas de la
lubrification limite (nécessaire afin de mettre en évidence le role des interfaces lipidiques
dans la bio-lubrification articulaire) on a vérifié :
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L’influence de la variation de la charge normale appliguée (pression)
On a ¢étudié la variation du coefficient de frottement avec 1’augmentation de la charge normale
(pression) appliquée. Ainsi, la charge normale a été variée entre 2.4 - 4N (ce qui correspond a
des pressions comprises entre 0.2 et 0.4 MPa (compte tenu du diametre de I’aire de contact ~

2 mm), avec une vitesse relative de déplacement constante de v=0.6 mm/s. Ces essais ont
montré que le coefficient de frottement p n’a pas enregistré de variation, donc il n’est pas
influencé par la variation de la charge normale

L’influence de la variation de vitesse de cisaillement
Pour les essais tribologiques effectuées on n’a pas enregistré des variations de p en fonction

de la variation de la vitesse de déplacement (on a imposé dans notre systéme des vitesses de
cisaillement de 0.2, 0.6 et 1.0 mm/s).

Par conséquent, dans la gamme des parametres choisis (pression, vitesse relative) on n’a
pas des effets de portance hydrodynamique dans nos mesures. Dans le cadre des études
tribologiques présentés dans cette thése on a utilisé une vitesse relative des surfaces du
contact pour le modele articulaire ex vivo de 0.6 mm/s. Cette faible valeur de la vitesse
relative des surfaces du contact modele dans le cas d’une pression de 0.3 MPa nous a permis:

e une bonne visualisation du contact modé¢le articulaire €X Vivo en microscopie optique,

e d’utiliser des conditions expérimentales de sollicitations de sorte que le régime de
lubrification soit de type limite et que les effets de portance hydrodynamique soient
négligeables, favorisant ainsi la mise en évidence et I’exacerbation du rdle / de I’action
des interfaces lipidiques.

C1.4. Discussions et conclusions

En utilisant le dispositif expérimental et le modele ex vivo décrits dans cette partie, on
¢tudiera par la suite I’influence des possibles causes précoces des pathologies articulaires
(détaillees dans la partie A) sur les interfaces phospholipidiques fluides de DOPC
fabriquées a la fois par micelles (DOPC,, 2 incubations, taux trés lent de dilution) et
vésicules (DOPC,). Le choix par défaut dans ce travail s’est plutdt porté pour les bicouches
DOPC,, de par leur facilit¢ de fabrication mais quand cela a été¢ nécessaire nous avons
utilisé des bicouches DOPC,.

La composition de ces bicouches a été choisi pour mimer le profil des phospholipides
contenus dans le FS (selon les résultats des analyses lipidomiques présentées dans la
partie B). La couche aqueuse a été choisie de fagon a reproduire ex vivo différentes
caractéristiques spécifiques a 1’évolution des pathologies articulaires). Avec ce 3°™ corps
modele, nous avons étudié les propriétés tribologiques des bicouches lipidiques sous
I’effet :

e de la rugosité du substrat

¢ des modifications physico-chimiques associées aux pathologies ;

¢ des modifications biologiques associées aux pathologies.
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C2. Effet de la rugosité du substrat sur les propriétés
tribologiques des bicouches lipidiques

C2.1. Rugosité « macroscopique » de la surface de 1°" corps

La différence de rugosité est induite a la fois par :

- la méthode de fabrication des surfaces de verre : dans notre étude nous avons
utilisé des surfaces planes de verre borosilicate « flotté/coulé » (fournisseur Pignat,
France, noté P dans le manuscrit) et respectivement « poli » (fournisseur Melles Griot,
France, not¢ MG dans le manuscrit). Le polissage est une procédure de fabrication qui
assure la planéité optique de la surface et donc une meilleure visualisation du contact
pendant les essais tribologiques ;

- le protocole de nettoyage pour fabriquer du verre suffisamment hydrophile pour
favoriser le dépot optimal des bicouches supportées (sonication avec un détergent
aqueux).

Premierement, on a étudi¢ ’influence de la rugosité du substrat sur la structure des bicouches
lipidiques supportées.

La racine carrée de la rugosit¢é moyenne (Rq) pour les deux types de surfaces en verre
borosilicate (utilisées lors de différents essais utilisant des interfaces DOPC,, et
respectivement DOPC,), avant toute utilisation expérimentale (Fig. 78) est 1égérement mais
significativement différente : R = 0,17 + 0,05 pour des surfaces « coulées » et respectivement
0,25 + 0,06 nm pour les surfaces « polies » (valeurs déterminés sur une surface de 4 um?).

S e

1 2 3 4 5 -10
um

j'_?
4

Verre coulé (P) neuf  Verre poli (MG) neuf

Ry=017£0,06nm R,=0,25+0,06 nm

Figure 78. Analyse AFM, profil des rugosités des surfaces de verre neuves (surface de 5x5um?)
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Le verre « poli » est donc beaucoup plus rugueux (Fig. 78) que celui « coulé ».

Les analyses AFM~ ont montrés que le protocole de nettoyage ne change pas la rugosité de la
surface du verre coulé, tandis qu’il augmente de fagon spectaculaire celle de la surface en
verre poli (Rq = 1,1 + 0,2 nm, Fig. 79). Lors de différentes études expérimentales nous avons
¢été amenés a utiliser deux types de détergents de nettoyage des surfaces en verre a cause de
I’arrét de production du détergent initialement utilisé (Micro90, Fischer Bioblock), qui
n’affectait pas la rugosité des surfaces. L’influence de ces deux types de détergents (Microson
et RBS, Ficher Bioblock) sur la rugosité des surfaces de verre poli aprés plusieurs lavages est
évidente (Fig. 79). Vue « I’agressivité » accentuée du détergent RBS sur les surfaces de verre
coulé, les expériences tribologiques présentées dans ce manuscrit ont été réalisées avec du
détergent Microson.

verre neuf apres nettoyage

Verre poli (MG) neuf ~ MGavecMicroson MG avec RBS

R, =0,25+0,06 nm Ry=1,1£0,2 nm
Figure 79. Analyse AFM, profil des rugosités de la surface en verre MG aprés deux protocoles
différentes de nettoyage (sur une surface de 5x5pm?)

L’analyse AFM du profil des rugosités apres le dépot des DOPC, et DOPC,, pour le cas d’un
verre poli (MG) aprés nettoyage avec détergent Microson” indiquent une nette différence
pour le cas de deux interfaces lipidiques (Fig. 80).

*
Les résultats d’imagerie AFM et de la variation du coefficient de diffusion intramoléculaire au niveau des interfaces

phospholipidiques présentés dans cette partie ont été obtenus dans le cadre du stage de fin d’étude (Pfe B Munteanu, 2010) et de la
thése de F. Dekkiche (soutenue 2011).
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apres dépot

DOPC vésicules

DOPC micelles

WMWW

R,=1,1%£0,2nm q=0,62+0,05nm, —19+025nm
'wg 12 3 4 5 1ol. 12 3 4 5 o 1 2 3 4 5
pm um Hm
a) b) c)

Figure 80. Variation des profils de rugosité mesurés par AFM (surface de Sx5um) pour la surface en
verre « poli » : (a) avant dépot, aprés nettoyage et (b-¢) aprés dépdt, avec des bicouches de DOPC, (b)
et respectivement DOPC,, 2 incubations (c)

La figure 80 montre I'image AFM et le profil vertical typique correspondant a la surface en
verre borosilicate poli couverte par une bicouche DOPC, (Rq = 0,62 + 0,05 nm,) et
respectivement DOPC,, (Rq = 1,9 + 0,25 nm). Dans le cas de dépot DOPC,, la rugosité est
augmentée par rapport au verre nu, alors que dans le cas de la méthode de fusion des vésicules
la bicouche DOPC, montre une topographie du substrat beaucoup plus lisse que le verre nu et
la plupart des trous sont couverts par la bicouche.

Pour I’étude de ’influence de la rugosité du substrat sur le comportement tribologique des
interfaces DOPC, on a utilisé les deux types de surfaces en verre borosilicate décrites
précédemment : coulé (non-rugueux) et poli (plus rugueux). Les résultats de I’influence de la
rugosité de ces substrats sur le comportement tribologique des DOPC,, sont présentés dans la
figure 81.
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Figure 81. Effet de la rugosité du substrat (P vs. MG) sur le comportement tribologique des interfaces
DOPC, et DOPC,, ; milieu aqueux : solution saline tamponnée (TS)
Les valeurs moyennes du coefficient de frottement sont calculées a partir d'au moins deux expériences

indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement, a I'exception des mesures {W} qu’on a arrété apreés 20 minutes en raison des
coefficients de frottement excessifs qui pourraient endommager les surfaces de verre). Les barres d'erreur
indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales mesurées.

Images in situ en fluorescence aprés les essais de frottement. Les pointes de fleches sur la gauche
indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les fleches sur la droite de I'image
indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en fluorescence lorsque les bicouches sont
dégradées. Dans les solutions tampons salines {TS}, la dégradation est présente dans le cas du substrat
«rugueux » (a droite) et trés faible (cas de DOPC,,) ou absente (cas de DOPC,) (a gauche) pour le
substrat de verre coulé (P), en accord avec I’évolution des coefficients de frottement pour ces cas.
Abréviations: {W}, eau, pH 5.5; {TS}, tampon Tris salin pH 7.2 avec 150 mM de NaCl ; P, verre
« coulé » ; MG, verre « poli ».

Ces résultats (Fig. 81) indiquent un comportement trés différent des interfaces
phospholipidiques en fonction du substrat utilisé :

- Pour le cas de verre « coulé » (P) : les différences ne sont pas trés significatives
entre le comportement tribologique des bicouches DOPC, et DOPC,, en rapport
avec 1’évolution de coefficient de frottement (n = 0,035) et de la dégradation de la
bicouche a la fin des essais ;

- Pour le cas de verre «poli » (MG) :

o le coefficient de frottement est plus grand p = 0.06) et qui augmente (u =
0.11) jusqu’a la fin de I’essai pour les interfaces DOPC,,, comparativement
aux résultats obtenus avec les interfaces DOPC, (n = 0.04 au début et 0.05
a la fin de I’essai) ;

o de plus, les interfaces DOPC, montrent une forte dégradation de la
bicouche dans la solution saline tamponnée (TRIS NaCl pH 7.2).

Pour expliquer les différences tribologiques obtenus dans la section précédente et en accord
avec les images AFM on peut faire I’hypothése que la taille des micelles lors du dépot ne
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permet pas « combler » les grandes rugosités de la surface en verre « poli » induites apres
nettoyage de la surface avant dépot. Ceci conduirait a une bicouche interrompue présentant de
nombreux trous (verre poli, type MQG) (Fig. 79 et Fig. §82).

Les bicouches fluides de DOPC seraient donc plus « rugueuses » ce qui influencerait leur
comportement tribologique. Elles pourraient étre facilement déformées et endommagées une
fois les défauts tels que des trous ou des ponts entre les deux bicouches serait générés (les
ponts pouvant étre favorisés par la présence de détergent résiduel (Fig. 73).

Cette hypothese est appuyée par nos mesures comparatives entre les bicouches déposées sur
des surfaces avec des valeurs de rugosité différentes et utilisant des méthodes de dépots
différentes :

- Lors de l'utilisation de la méthode de co-adsorption des micelles pour le dépot des
bicouches lipidiques de DOPC,,, on a obtenu un coefficient de frottement plus €levé et
une forte dégradation sur les surfaces en verre borosilicates plus rugueuses (MG) en
comparaison avec des résultats précédemment publiés sur surfaces de verre plus lisses
[18];

- Lors de 'utilisation de la méthode de fusion des vésicules pour le dépdt des bicouches
lipidiques de DOPC,, des coefficients de frottement faibles et aucune dégradation

détectable ont été obtenus indépendamment du type de surface en verre (rugueuse ou
lisse [50].

Ces différences de comportement tribologique des bicouches de DOPC semblent étre liées
aux observations AFM (Fig. 80b,c) montrant que, selon la méthode de dépot, les surfaces de
verre rugueuses sont plus ou moins couvertes par des bicouches continues.

Lorsqu’on utilise la méthode de fusion des vésicules (Fig. 80b), la bicouche remplit la
rugosité du substrat (Fig. 82a). Cela est probablement di au fait que la bicouche plane est
formée a partir de rupture de vésicules de grande taille (diamétre ~ 200 nm).

ﬂl

Z ]
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WV W

Figure 82. Modification de la rugosité de surface en fonction de la méthode du dép6t des bicouches
lipidiques : (a) fusion des vésicules; (b) co-adsorption des micelles.
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D'autre part, lors de l'utilisation de la méthode de co-adsorption des micelles (Fig. 80a), du
fait de la petite taille des micelles (diametre ~ 6-8nm) la bicouche se forme a partir de la
fusion de tous petits « morceaux » de bicouches lipidiques qui ne peuvent probablement pas
couvrir les zones tres rugueuses (Fig. 82b). Dans ce cas, la structure résultante de la bicouche
déposée sur substrat rugueux est beaucoup plus rugueuse, mais aussi probablement moins
continue que celle obtenue avec la méthode de fusion des vésicules. De plus celle-ci peut
facilement évoluer et se dégrader lors du glissement prolongé (Fig. 83).

WW@?‘%@M e g% 5@1’
%g&@%& i /TQ

a) b)
Figure 83. Représentation schématique des essais de frottement utilisant des interfaces
phospholipidiques de type : DOPC, (a) et DOPC,, (b)

C2.2. Rugosité « moléculaire » des interfaces phospholipidiques

On peut également faire varier la rugosité de la bicouche lipidique a I’échelle moléculaire en
utilisant deux types différents de fluorophores (Fig. 58) :
- le NBD (attaché aux queux phospholipidiques) qui n’influence pas I’interfaces entre
la bicouche et le milieu aqueux) ;
- le TRITC (attaché aux tétes phospholipidiques) qui génére par sa présence des tétes
plus grosses et chargées.
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NBD-PC TRITC-DHPE

Concernant I’influence du fluorophore sur la continuité de I’interface lipidique, on n’a pas
observé de différences en ce qui concerne 1’imagerie AFM des bicouches DOPC contenant du
NBD et respectivement de TRITC. Ceci est probablement di au fait que les fluorophores
présents en faible quantité sont trés mobiles sur la pointe AFM lors du balayage.
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Les résultats par rapport a I’influence du fluorophore sur le comportement tribologique des
interfaces DOPC concernant la variation des coefficients de frottement et 1’évolution de la

dégradation des interfaces lipidiques au niveau du contact sont synthétisés dans la fig. 84.

Les valeurs du coefficient de frottement varient en fonction des caractéristiques des interfaces
lipidiques (Fig. 84a) :

avec des bicouches DOPC, contenant du NBD la valeur initiale (i.e. en début
d’essais) du coefficient de frottement est p = 0,013 + 0,003 tandis que pour les
bicouches DOPC,, contenant du NBD la valeur initiale (i.e. en début d’essais) du
coefficient de frottement est p = 0,03 £ 0,002. Apreés 50 min de frottement, la
valeur du coefficient de frottement est 1égerement plus élevée, p = 0,015 = 0,003
pour le DOPC, et u= 0,032 + 0,006 pour le DOPCy,;

Ce résultat est corrélé avec une absence de la dégradation des interfaces phospholipidiques
DOPC, et DOPC,, présentes dans le contact lors du frottement, dans la solution saline
tamponnée, méme apres 50 min de frottement (Fig. 84b, en haut) :

sans fluorophore, les valeurs des coefficients de frottement sont comparables et ne
varient pas ;

pour les essais de frottement utilisant des bicouches contenant de TRITC
(fluorophore attaché a la « téte » phospholipidique) a la place des bicouches
contenant de NBD (fluorophore attach¢ sur la « queue») on a obtenu un
coefficient de frottement initial plus de 3 fois supérieur et qui a presque doublé a la
fin d’essai de frottement: p = 0,05 et respectivement 0,096 pour les interfaces
DOPC, et p = 0,08 et respectivement 0,13 pour les interfaces DOPC,, ;

Cette évolution du coefficient de frottement a été corrélée avec une trés forte dégradation des
bicouches DOPC, et DOPC,, dans le contact (Fig. 84b, en bas).

Coefficient de frottement

020 -

0.05

non

fluorophore

E final DOPC v - NBD DOPC m NBD
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T
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0.01 —» 0.01 0.03 — 0.03
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DOPCv-TRITC DOPC m TRITC

| & s
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Figure 84. Comportement tribologique des interfaces DOPC, et DOPC,, — influence de la rugosité
moléculaire mimée a I’aide de deux fluorophores attachés sur la téte (TRITC) et respectivement sur les

queues (NBD) des phospholipides
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a) Les valeurs moyennes du coefficient de frottement sont calculées a partir d'au moins deux
expériences indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la
valeur finale (aprés 50 minutes de frottement) Les barres d'erreur indiquent I'écart entre les valeurs
minimales et maximales mesurées.

b) Visualisation in situ de la limite de la zone de contact entre la lentille HEMA et la plaque de verre
recouvertes de DOPC montrant une éventuelle dégradation de la bicouche (les images ont été
réalisées en lumiére « bleue » ou «verte » en accord avec les caractéristiques du fluorophore
utilisé : NBD et respectivement TRITC).

Absence de dégradation des deux bicouches DOPC-NBD dans une solution saline tamponnée {TS}

(tampon Tris pH 7,2 avec 150 mM de NaCl) (en haut);

Forte dégradation de deux bicouches DOPC-TRITC dans une solution saline tamponnée {TS} (tampon

Tris pH 7,2 avec 150 mM de NaCl), apres 50 min de frottement (en bas).

Les bicouches DOPC contenant du NBD (dont la partie fluorescente est attachée a la queue
des acides gras phospholipidiques, donc a l'intérieur de la bicouche, Fig. 85b) sont de
meilleurs « lubrifiants » que les bicouches DOPC contenant du TRITC (dont la partie
fluorescente est attachée a la téte). Ces bicouches DOPC,, ou DOPC, contenant du NBD
assurent un coefficient de frottement plus faible et stable et ne présentent aucune dégradation
aprés 50 min de frottement (comparer dans la fig. 84b les images en haut), de méme que les
interfaces phospholipidiques dites « de contréle » (qui ne contiennent pas de marqueur
fluorescent mais seulement du DOPC, fig. 85a,b).

Pour le cas des interfaces phospholipidiques (DOPC, ou DOPC,) contenant du TRITC
(fluorophore attaché a la téte polaire du phospholipide), la différence de la taille et de la
charge des tétes des lipides fluorescents semble induire une perturbation des couches
d'hydratation ou un encombrement stérique direct entre les deux bicouches (Fig. 85c) qui
influence ainsi le comportement tribologique de ces interfaces (augmentation du coefficient
de frottement et forte dégradation pendant les essais, Fig. 84).
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Figure 85. Représentation schématique des essais de frottement utilisant des interfaces lipidiques

contenant différents types de fluorophore
(a) sans lipides fluorescents; (b) bicouches contenant du NBD;(c) bicouches contenant du TRITC;
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C2.3. Discussions et conclusions

Les résultats des essais tribologiques effectués pour étudier 1’influence de la rugosité du
substrat (1* corps) et de la structure moléculaire des interfaces lipidiques (induisant une
certaine « rugosité » moléculaire locale) sur leurs comportement tribologique nous
indiquent que :
- la rugosité du substrat :
o influence de maniére significative le comportement tribologique des interfaces de
type DOPC,, en générant des discontinuités dans la couche lipidique ;
o n’influence pas le comportement tribologique des interfaces de type DOPC, ayant
la capacité de « combler » la rugosité du substrat.
Ces résultats sont importants car le fluide synovial (comme montré dans la Fig. 7, partie A,
[52]) possedent dans sa structure volumique un surplus de vésicules lipidiques qui pourront
combler les rugosités données par une usure légere du cartilage articulaire.
D’autre part, les études récentes de Klein et al. [21,24] ont mis en évidence le rdle des
interfaces lipidiques de type vésicules (liposomes de PC) dans la diminution de frottement,
avec des valeurs du p d’environ 2x107 pour une pression moyenne allant jusqu’a 12MPa.

- al’échelle moléculaire (rugosité « locale ») :

o indépendamment de la méthode d’obtention des interfaces phospholipidiques, la
rugosité induite par la présence des molécules ayant des tétes lipidiques larges et
chargées influence de maniére significative 1’évolution/augmentation du
coefficient de frottement qui favorise la dégradation accentuée des interfaces
lipidiques.

Dans les essais tribologiques présentés dans ce manuscrit, cette rugosité a été modifiée de
maniére non-biologique, par ['utilisation des marqueurs fluorescents mais, de maniere
biologique, ces modifications peuvent étre présentes in vivo lors de différentes pathologies
articulaires, comme dans le cas de couplage de différentes protéines aux tétes
phospholipidiques [48,58].
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C3. Simulation des modifications physico-chimiques associées aux
pathologies

C3.1. Paramétres expérimentaux étudiés

Afin d'étudier le réle de la couche aqueuse dans le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques de type DOPC, et DOPC,, nous avons considéré les parametres
expérimentaux suivants:
- Piégeage ou non de la couche aqueuse par les bicouches lipidiques :
o  Couche aqueuse en ’absence de lipides ;
o  Couche aqueuse en présence d’une seule bicouche lipidique déposée sur la
surface en HEMA ;
o  Couche aqueuse en présence de deux bicouches lipidiques, déposées sur
chaque surface de 1 corps (HEMA et verre) ;
- Influence des propriétés physico-chimiques de la couche aqueuse (pH — stabilité et
variation, présence des ions et du milieu tamponné).

Pour la visualisation des interfaces DOPC a la fin des essais de frottement, on a utilisé comme
fluorophore le NBD, dont la présence n’influence pas le comportement tribologique lors des
essais de frottement des interfaces phospholipidiques (§C2.2.).

C3.2. Milieu tamponné (solution buffer)

Une solution buffer/tampon est une solution aqueuse constituée d'un mélange d'un acide
faible et sa base conjuguée (sel d’acide faible) ou une base faible et son acide conjugué. Son
pH varie trés peu quand une petite quantité d'acide fort ou une base est ajoutée. Les solutions
tampon sont utilisées comme un moyen de maintenir le pH a une valeur presque constante
dans un large éventail d'applications (bio)chimiques. Beaucoup de formes de vie ne prospérent
que dans une plage de pH relativement faible de sorte qu'ils utilisent une solution tampon pour
maintenir un pH constant. Ainsi, in vivo, les fluides corporels constituent des solutions
buffer/tampons tel que le sang, qui maintiennent un pH a ou prés de pH = 7.4. La valeur
physiologique de pH étant d’~7.4, une valeur in vivo de pH <6,9 ou pH> 7.8 peut mettre la vie
en danger. Une condition essentielle dans le choix du tampon pour les études biologiques est
sa constante d’acidité (pKa,), qui doit étre entre 6 et 8. Plusieurs systemes tampon peuvent donc
étre utilisés dans les études biologiques (leur formule de préparation est indiquée en annexe).

Le Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane, pH de 7,1 & 9) est le tampon le plus souvent
utilisé dans les travaux de recherches biologiques, biochimiques et de biologie moléculaire
[25]. Son pk, étant de 8.08 a 25°C, il ne peut donc étre utilisé a des valeurs de pH inférieures
a 7.2 ou au dessus de 9.0. Il peut étre utilisé seul en tant que tampon ou bien en tant que
composant d’une formulation mixte de buffer (ex. TRIS-maléate, pH 5.8-8.2) [42].
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Avantages
- bonne capacité de stabiliser le milieu a un pH plus élevé, requis pour certains tissus et
certaines procédures cytochimiques ;
- physiologiquement « inerte ».

Inconvénients
- la solution tampon présente des faibles variations du pH avec la variation de la
température , elle doit donc étre préparée a la température a laquelle sera utilisée.

Pour « couvrir » la plage de pH nécessaire aux essais tribologiques (8§C3.3.) en fonction des
besoins, on a utilisé¢ (Fig. 86) :
- pour ne pas changer la molécule du tampon :
o un milieu tamponné TRIS (pH 7.2 et 8.4) ;
o un milieu tamponné TRIS maléate (pH 5.6) ;
- pour les études visant a identifier I’influence de la molécule du tampon sur le
comportement tribologique des bicouches phospholipidique
o un milieu tamponné acétate (pH 5.6).
o un milieu tamponné TRIS maléate (pH 5.6) ;

HO HO HO.  _0O o
HO | OH HO | OH \iji )J\
M 0 H,C O—H

NH, NH,
a) b) ¢)

Figure 86. Structure chimique des molécules tampon utilisées
(a) TRIS; (b) TRIS-maléate;(c) acétate

Les réactions chimiques a I’équilibre pour les systémes tampon choisis sont indiquées dans la
figure 87.

La présence de ces molécules sous forme ionisée (cations pour le TRIS et anions pour
I’acétate et le maléate) dans la couche aqueuse peut induire des interactions électrostatiques
avec les tétes phospholipidiques composantes les bicouches et ainsi influencer leur
comportement tribologique.

* TRIS a un pK. de 8,554 0°C, 8,06 a 25°C et 7,22 a > 37°C, donc une variation moyenne ApH/AT = 0.03 unités
de pH pour chaque variation d’1°C.
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Figure 87. Réactions chimiques a 1’équilibre des milieux tampon utilisés
(a) TRIS; (b) TRIS-maléate;(c) acétate

C3.3. Résultats

Les images de microscopie en fluorescence des surfaces de contact recouverts des interfaces
phospholipidiques fluides DOPC avant le frottement ont montré que les surfaces des 1°* corps
(HEMA hydratée et verre) permettent I'adhésion physico-chimique d'une interface
phospholipidique avec fluorescence uniforme (Partie C1), ce qui signifie que les essais
tribologiques qui seront présentées par la suite ont révélé les caractéristiques de frottement des
interfaces DOPC,, et respectivement DOPC, bien définis.
En rapport avec les paramétres choisis pour reproduire ex Vivo les variations physico-
chimiques des pathologies parmi les résultats obtenus, on peut analyser les situations
suivantes :

- Piégeage ou non de la couche aqueuse par les bicouches lipidiques ;

- Influence des propriétés physico-chimiques de la couche aqueuse.

C3.3.1. Piégeage ou non de la couche aqueuse par les bicouches lipidiques

Examinons d’abord le role du nombre de bicouches lipidiques déposées (entre 0 et 2). Les
variations du coefficient de frottement et 1’état des bicouches a la fin des essais de frottement
sont présentés dans la figure 88.
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Figure 88. Evolution du coefficient de frottement (A) et état de dégradation des bicouches en fin

d‘essais (B-I), en fonction de nombre de bicouches présentes au niveau du contact (valeurs de
coefficient de frottement en début et a la fin de chaque essai).

(A) Les valeurs moyennes du coefficient de frottement sont calculées & partir d'au moins deux expériences

indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés

50 minutes de frottement). Les barres d'erreur indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales

mesurées.

Abréviations: {S}, solution saline (pH 5.6, avec 150 mM NaCl); Les interfaces DOPC ont été déposées

sur les surfaces de contact en utilisant la méthode de fusion des vésicules.

(B-G) Visualisation des interfaces phospholipidiques en fin de frottement (50 min) :

- I'image de contrdle initial, avant de commencer le glissement des surfaces, présente une fluorescence
homogéne (non montrée, mais comparable a celle de la figure 65c) ;

- (B) Zone d’adhésion au niveau du contact pour le cas d’une seule bicouche DOPC, (déposée avant le
début de frottement sur la surface de HEMA) apres frottement dans une solution saline {S} ; en fin
d’essais, on observe une forte dégradation de la bicouche sur la surface de HEMA (C) suite a son
transfert sur la surface de verre (D) ;

- Faible dégradation de deux bicouches DOPC, au niveau du contact (E) et apres avoir séparé les 2
surfaces en contact : (F) verre et (G) HEMA dans une solution saline {S} ;

Pour les surfaces nues (sans dépdt d’interfaces phospholipidiques), le coefficient de
frottement initial dans une solution saline est grand (i = 0,11) et sa valeur finale aprés 50 min
d’essais de frottement continue a augmenter (u = 0,17).

Pour le cas d’une seule bicouche DOPC, dans le contact (déposée sur la surface de HEMA)
on a mesuré un coefficient de frottement p = 0,08 (en début d'essai de frottement) et p = 0,10
(a la fin), fig. 88 A, valeurs qui sont similaires aux résultats obtenus sans bicouches lipidiques.
De plus, en fin d’essais on constate au niveau du contact la présence des zones d’adhésion
(Fig. 88B) et on observe une forte dégradation de la bicouche initialement déposée sur la
surface de HEMA (Fig. 88C) suite a son transfert sur la surface de verre (Fig. 88D). Le
coefficient de frottement élevé et qui augmente avec le temps pendant 1’essai est donc corrélé
a ’apparition de zones d'adhésion et de dégradation de I’interface phospholipidique. De plus,
pour le cas d’une seule bicouche dans le contact, la présence des pics d’adhésion a été
observée sur la courbe de frottement (Fig. 89A). Une fois que le mouvement a été initié dans
une seule direction, la force de cisaillement augmente linéairement dans le temps jusqu'a ce
que la force de frottement statique ait ¢t¢ atteinte. Cette force, qui est nécessaire pour initier le
glissement, est plus élevée que la force dynamique nécessaire pour la poursuite du
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mouvement dans 1'état stationnaire. Cette séquence de frottement statique-dynamique a été
observée aprés chaque inversion de la direction de glissement, comme on peut observer dans
la figure 89A.
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Figure 89. Formes typiques de courbes de frottement
Courbe A est une courbe typique « force de cisaillement transmise vs temps » pour le cas d’une seule
bicouche lipidique au niveau du contact et de I'eau ultra pure en tant que lubrifiant; le pic d'adhésion
montre I’accouplement rigide des surfaces (HEMA et verre). Courbe B est une courbe typique « force de
cisaillement transmis vs temps » entre deux bicouches lipidiques et de I'eau ultra pure comme lubrifiant.

Pour le cas de deux bicouches DOPC, dans le contact, par rapport aux surfaces nues et aux
surfaces recouvertes avec une seule bicouche, on constate une diminution significative du
coefficient de frottement en début et a la fin des essais, avec toujours la méme tendance
d’augmentation de p en fin d’essai (Fig. 88). Les courbes de frottement typiques obtenues
pour le cas de deux bicouches en contact lors des essais de frottement sont présentées dans la
fig. 89B et ne présentant pas de pic d’adhésion.

Dans ce cas, les bicouches au niveau du contact sont seulement légérement dégradées (Fig.
88E) ce qui nous indiquent que lorsqu'il s'agit de deux bicouches dans la région de contact, le
plan de glissement est situé dans la couche aqueuse de quelques nanométres d'épaisseur qui se
situe entre les deux bicouches phospholipidiques (Fig. 90b). Ainsi, aprés 50 min de frottement
dans une solution saline, le coefficient de frottement est réduit d’un facteur d'environ 2 dans le
cas de deux bicouches DOPC, (pn ~ 0,045 a la fin, fig. 88A) par rapport au cas avec une seule
bicouche, et d’un facteur 3 par rapport aux substrats nus et une forte dégradation a la fin de
l'essai de frottement (Fig. 88D). En début de frottement les différences sont encore plus
grandes (1 = 0,015 avec 2 bicouches, p = 0,08 avec 1 bicouche et p = 0,111 sans bicouche).

La valeur obtenue dans le cas d’une bicouche est similaire a la gamme de mesures effectuées
sur deux monocouches de phospholipides dans l'air avec des milieux différents par
Israelachvili et al. [53] cas ou des pics d'adhésion attribués aux phénoménes de stick-slip ont
¢galement été observés. Ceci correspond a un plan de glissement lors du frottement, situé soit
a l'interface correspondant au mi-plan monocouche-monocouche soit a 1’interface entre les
tétes polaires et le substrat (Fig.90a), alors que dans le cas de 2 bicouches ce plan se localise
vraisemblablement dans la couche aqueuse entre les deux bicouches (Fig. 90b).
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Figure 90. Accommodation de vitesse lors des essais de frottement utilisant 1 et respectivement 2
interfaces lipidiques dans le contact

Par rapport a ces résultats obtenus, pour la suite des essais de frottement, on a
utilisé seulement le cas de deux bicouches phospholipidiques.

C3.3.2. Role du milieu tampon (stabilisateur du pH) et de la présence des
ions

Comme le milieu vivant est un milieu avec un pH stable on a étudié I’influence de la présence
d’un milieu aqueux tamponné ou non, salé ou non sur le comportement tribologique des
interfaces phospholipidiques de type DOPC, et DOPC,,:

- pour les bicouches DOPC,, lorsqu’une solution saline ou saline tamponnée ont été
utilisées, les valeurs initiales (ie. en début d’essais) des coefficients de frottement ne sont
pas significativement différentes et incluses dans I’intervalle p = (0,011-0,019) + 0,003.
D'autre part, aprés 50 min de frottement, la valeur du coefficient de frottement est plus
¢levée dans une solution saline (n = 0,046 + 0,006) que dans la solution saline
tamponnée (u = 0,015 = 0,003) (Fig. 91A).

- Ces résultats sont corrélés avec différents degrés de dégradation des bicouches DOPC,
présentes dans le contact lors du frottement (Fig. 91B-E):

o dégradation faible mais « identifiable » dans le cas d'une solution saline (Fig. 91B) ;
o absence de la dégradation dans la solution saline tamponnée, méme aprés 50 min de
frottement (Fig. 91C).

- en présence de deux bicouches de type DOPC, au niveau du contact, dans la solution
saline, le coefficient de frottement initial est grand (n = 0.07) et augmente a p = 0,14
aprés 50 min de frottement, ce qui engendre aussi la dégradation de la bicouche (Fig.
91D), tandis que dans un milieu aqueux tamponnée Tris salin les coefficients de
frottement sont faibles et stables (u = 0,035) lors du frottement prolongée (Fig. 91A) et la
fluorescence de la bicouche reste parfaitement homogene (Fig. 91E).
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Figure 91. Evolution du coefficient de frottement (A) et état de dégradation des bicouches en fin
d‘essais (B-E), en fonction de la stabilité du milieu aqueux (valeurs de coefficient de frottement en
début et a la fin de chaque essai).

Les valeurs moyennes du coefficient de frottement (A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement, a I'exception des mesures {W} qu’on a arrété aprés 20 minutes en raison des
coefficients de frottement excessifs qui pourraient endommager les surfaces de verre). Les barres d'erreur
indiquent I'écart entre minimum et maximum des valeurs mesurées.
Abréviations: {S}, solution saline (pH 5.6 avec 150 mM NacCl); {TS}, solution saline tamponnée (tampon
Tris pH 7,2 avec 150 mM de NaCl ; Les interfaces DOPC ont été déposées sur les surfaces de contact en
utilisant la méthode de fusion des vésicules et respectivement celle de co-adsorption de micelles.
(B-E) Visualisation des interfaces en fin d’essais de frottement (aprés 50 min) :

(B) Faible dégradation de deux bicouches DOPC, dans une solution saline {S} ;

(C) Absence de dégradation de deux bicouches DOPC, dans une solution saline tamponnée {TS} ;

(D) forte dégradation aprés 50 min de frottement des bicouches DOPCm dans la solution saline, {S} ;

(E) tres faible dégradation des bicouches DOPCm dans {TS} aprées 50 minutes de frottement ;
Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en fluorescence
lorsque les bicouches sont dégradées.

La différence entre les résultats obtenus pour DOPC,, et DOPC, peut étre due a I’existence
de plus de défauts (trous) dans la bicouche DOPC,, di a I’élimination lente du détergent
(comme on I’a vu dans le paragraphe C1.2.1.2., fig. 63).
Par contre, les résultats obtenus dans les deux cas (bicouches DOPC,, et DOPC,) montrent
que le milieu aqueux tamponné {TS} stabilise et améliore les propriétés des bicouches.
Cette stabilité peut étre liée :

- alaprésence des ions dans le milieu aqueux

- ala stabilisation du pH par une solution tampon.

Néanmoins, comme on le voit sur la figure 92, la seule présence du tampon TRIS (sans ions
sodium supplémentaires) suffit a stabiliser et lubrifier I’interface.

Par conséquent, la stabilisation du pH par le milieu tamponné est plus importante que 1’effet
des ions sodium. Cela pourrait étre di a une adsorption des molécules tampon sur les tétes des
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phospholipides qui pourrait rigidifier la bicouche. Pour vérifier cette hypothése, les propriétés
nano-mécaniques des bicouches DOPC,, dans le milieu tampon {T} et celui contenant en plus
des ions {TS} ont aussi été analysés par AFM (Fig. 93).
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Figure 92. Evolution du coefficient de frottement (A) et état de dégradation des bicouches en fin
d’essais (B-C), en fonction de la présence des ions dans un milieu aqueux stable (valeurs de coefficient
de frottement en début et a la fin de chaque essai).
Les valeurs moyennes du coefficient de frottement (A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement, a I'exception des mesures {W} qu’on a arrété aprés 20 minutes en raison des
coefficients de frottement excessifs qui pourraient endommager les surfaces de verre). Les barres d'erreur
indiquent I'écart entre minimum et maximum des valeurs mesurées.
Abréviations: {W}, eau, pH 5.6; {T}, solution tampon Tris pH 7.2; {TS}, solution saline tamponnée
(tampon Tris pH 7.2 avec 150 mM de NacCl). Les interfaces DOPC ont été déposées sur les surfaces de
contact en utilisant la méthode de co-adsorption de micelles.
(B-D) Visualisation des interfaces en fin d’essais de frottement (aprés 50 min) :
(B) forte dégradation des bicouches DOPCm dans I’eau, {W} ;
(C) trés faible dégradation dans les solutions tampons Tris, en I'absence de sel, milieu {T} ;
(D) absence de dgradation avec le sel, milieu {TS}, apres 50 minutes de frottement.
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Figure 93. Influence de la présence des ions dans la couche aqueuse sur la résistance nano-mécanique
a l'indentation des bicouches DOPC,, - spectroscopie de force AFM [PFE B Munteanu, 2010].
Ligne du haut : profondeur pénétrée (en nm) ; ligne de bas : force de pénétration. Le pourcentage de
courbes avec indentation est indiqué.

Ainsi, les résultats obtenus montrent que dans un milieu aqueux avec pH stable (présence du
tampon Tris, Fig. 93b) les interfaces phospholipidiques résistent mieux a 1’indentation de la
pointe AFM par rapport a I’indentation dans I’eau (Fig. 93a). Ainsi, on mesure seulement
38% de probabilité de rompre les bicouches contre 85% dans I’eau, a une force moyenne
d'environ 0.8 nN (seulement 0.35 dans I’eau). La présence des ions (Fig. 93c) augmente
encore plus la résistance de la bicouche : elle est rompue par la pointe AFM avec une
probabilité de 14% (résultats B. Munteanu, Fig. 93c) ou seulement 4% (résultats F Dekkiche,
2010, non représentés), avec une force de rupture allant jusqu’a 20nN.

La bonne résistance a 1’indentation de la bicouche DOPC dans la solution saline est en accord

avec une ¢tude détaillée de la spectroscopie de force qui a montré que plus la force ionique est

¢levée, plus la force qui doit étre appliquée avec 'AFM pour rompre la bicouche doit étre

¢levée [23]. Les auteurs expliquent la résistance plus grande a la pénétration par une

augmentation des interactions latérales lipides-lipides (c.a.d. de la cohésion de la bicouche)
. + 2+ - e g

promus par des ions (Na', Ca”") liés a la membrane lipidique.

Cette conclusion est étayée par différents résultats expérimentaux et théoriques. Ainsi, quand
la force ionique augmente, la charge des liposomes PC (qui est négative en l'absence de sel
ajouté) augmente, en raison de 1’adsorption d'ions positifs et est proche de zéro a environ
100mM NaCl [23,39]. 1l a été également trouvé que 1’augmentation de la concentration de
NaCl diminue l'autodiffusion des lipides de type POPC dans la bicouche. Des simulations de
dynamique moléculaire ont révélé une liaison étroite des ions sodium aux oxygenes
carbonyles de trois lipides, en moyenne, conduisant ainsi a des plus grands complexes a
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mobilité réduite [5]. Ce systeme simple pourrait expliquer la résistance a l'indentation
normale de bicouches DOPC,, dans un tampon Tris (pH 7.2) en I'absence de NaCl si 1'on
suppose que les cations de la molécule de Tris s’adsorbent a la bicouche (Fig. 94).

ﬂ'lm

Figure 94. Schéma d’un possible couplage chimique entre la molécule de tampon TRIS et la bicouche
lipidique

Ainsi, la molécule de TRIS peut se coupler chimiquement aux tétes des phospholipides,
générant ainsi une rugosité moléculaire locale au niveau de la bicouche qui détermine
I’augmentation du coefficient de frottement suite au cisaillement (voir aussi 8C2.2.) et de la
résistance mécanique a I’indentation (Fig. 93b).

Les résultats présentés montrent une nette différence pour le comportement tribologique des
interfaces phospholipidiques en cas de frottement dans un milieu tamponné, (buffer {T} et
tamponnée saline, buffer {TS}) par rapport au frottement dans I’eau : forte baisse et stabilité
du coefficient de frottement, I’absence de dégradation des bicouches en fin d’essais.

Par contre, la présence des ions influence mais pas significativement le comportement
tribologique des interfaces phospholipidiques.

C3.3.3. Réle du type de molécule tampon

Pour mettre en évidence un peu plus encore le role de la molécule de buffer présente dans la
couche aqueuse sur le comportement tribologique des interfaces phospholipidiques, a une
méme valeur du pH (stable car solution tamponnée) on a utilisé les solutions suivantes a
méme pH (Fig. 95) :

- eau ultra pure, pH 5.6 ;

- tampon Tris maléate, pH 5.6 ;

- tampon acétate, pH 5.6.

Les résultats obtenus (Fig. 95) indiquent une nette différence entre les valeurs du coefficient
de frottement
- pour un milieu aqueux avec un pH non stable (un = 0,075 en début et respectivement
0.17 en fin d’essais de frottement dans I’eau ultra pure) ;
- pour un milieu aqueux ayant un pH stabilis¢ par la présence du buffer, pour deux
molécules de tampon différentes :
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o u=0,01 pour le buffer acétate {Ac} en début et a la fin du frottement ;
o u=0.02 pour le buffer tris {Tm} en début de frottement et respectivement p = 0.05
a la fin de frottement.

Cette évolution des coefficients de frottement est corrélée avec 1’état de dégradation des
bicouches en fin d’essais (Fig. 95 B-D). Ainsi, on constate :

- une forte dégradation aprés 20 min de frottement dans I’eau ultra pure (Fig. 95B) ;

- une faible dégradation dans la solution tamponnée {Tm} (Fig. 95C) ;

- une tres faible dégradation dans une solution tamponnée {Ac} (Fig. 95D).
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Figure 95. Evolution du coefficient de frottement (A) et état de dégradation des bicouches en fin
d’essais (B-D) en fonction du type de molécule tampon dans le milieu aqueux (valeurs de coefficient

de frottement en début et a la fin de chaque essai).

Les valeurs moyennes du coefficient de frottement (A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement, a I'exception des mesures {W} qu’on a arrété apreés 20 minutes en raison des
coefficients de frottement excessifs qui pourraient endommager les surfaces de verre). Les barres d'erreur
indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales mesurées.
Abréviations: {W}, eau ultra pure (pH ~ 5.6); {Tm}, solution tamponnée (tampon Tris Maléate, pH 5.6) ;
{Ac}, solution tamponnée (tampon Acétate, pH 5.6) ;
Les interfaces DOPC ont été déposées sur les surfaces de contact en utilisant la méthode de co-
adsorption de micelles.
(B-D) Visualisation des interfaces en fin d’essais de frottement (apres 50 min) :

(B) Dégradation de deux bicouches DOPCv dans I'eau ultra pure {W} ;

(C) Faible dégradation de deux bicouches DOPC,, dans une solution tamponnée {Tm} ;

(D) Tres faible dégradation de deux DOPC,, dans une solution tamponnée {Ac} ;
Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en lumiére blanche
ou en fluorescence lorsque les bicouches sont dégradées.

Le résultat le plus « spectaculaire » est la diminution d’un facteur 4 du coefficient de
frottement dans le cas de I’utilisation du tampon acétate par rapport a I’autre tampon (Fig.
95A), les deux solutions tamponnées ayant le méme pH 5.6. Cette variation se refléte aussi
dans la stabilité des interfaces DOPC,, pendant 1’essai (voir images en fluorescence fig. 95C-
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D) ou on distingue une légeére dégradation lorsque les bicouches frottent dans le tampon Tris
Maléate (Tm, Fig. 95C) et presque aucune dégradation dans le cas de tampon acétate (Ac, Fig.
95D).

Afin de comprendre si cette différence du comportement tribologique vient d’une différence
de résistance mécanique et/ou de fluidité, une analyse AFM pour caractériser la résistance
nano-mécanique a 1’indentation des bicouches DOPC,, (Fig. 96) et des mesures de coefficient
de diffusion par FRAPP (Fig. 97) dans les mémes milieux aqueux ont été réalisées.
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Figure 96. Influence de la molécule de tampon sur la résistance nano-mécanique a l'indentation des
bicouches DOPC,, - spectroscopie de force AFM [PFE B Munteanu, 2010].
Ligne du haut : profondeur pénétrée (en nm) ; ligne de bas : force de pénétration. Le pourcentage de
courbes avec indentation est indiqué.

A pH 5.6, dans chacun des tampons, les bicouches DOPC,, sont rompues dans 100% des
essais de nano-indentation, avec un saut d’environ 4.5 nm qui correspond a I’épaisseur de la
bicouche. La force d’indentation est d’environ 0.3 nN pour un milieu contenant le tampon
acétate et 0.21 nN pour le cas du tampon Tris maléate.

Par contre, on observe une diminution significative du coefficient de diffusion en présence du
tampon acétate (Fig. 97).

Ainsi, I’hypotheése du « pontage » des tétes lipidiques avec des molécules du tampon
augmentant la rigidité et diminuant la fluidité parait trop simpliste ici.

Pour cela, d’autres hypothéses pour ce changement de comportement des interfaces
phospholipidiques pourraient étre prises en compte :
- le « frottement électrostatique » déterminé par la taille des molécules tampon et le fait

qu’a pH 5.6 les bicouches sont 2 fois plus négatives qu’a pH 7.2 ;
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- les molécules de tampon pourraient s’intercaler entre les queues lipidiques modifiant
ainsi la mobilité des lipides a I’intérieur de la bicouche et donc son caractere fluide.

Afin de valider ou non cette hypothése, une analyse des coefficients de diffusion

intramoléculaire au niveau de la bicouche dans les milieux aqueux étudiés a été effectuée
(Fig. 99, B Munteanu, Pfe 2010).

Coef Diffusion * E = (em¥s)

caupH-~55 TRIS pH 5.6 Acetat pH 5.6

Figure 97. Variation du coefficient de diffusion en fonction de la molécule du tampon (analyse
FRAPP) [Pfe B Munteanu, 2010])

Comme les résultats présentés ci avant suggerent une forte influence de la variation du
pH du milieu aqueux sur le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques, on a choisi par la suite d’étudier plus en détails ces aspects.

C3.3.4. Role de la variation du pH (dans un méme type de milieu
tamponné)

Pour se faire, on a choisi d’étudier le comportement tribologique des interfaces DOPC,, 2
incubations dans des milieux aqueux contenant la méme molécule du tampon (TRIS) mais
ayant un pH stable différent, respectivement 5.6, 7.2 et 8.4. Les résultats obtenus sont
synthétisés dans la figure 98.

Les résultats obtenus (Fig. 98) indiquent une légere différence entre les valeurs du coefficient
de frottement dans le cas des milieux tampons a des pH différents, par contre une plus grosse
différence en terme d’usure des bicouches lipidiques entre pH 5.6 et les autres deux pH (7.2 et
8.4):
- au pH 5.6, le coefficient de frottement augment en fin d’essais (un = 0,02 au début et
0.05 a la fin) corrélé avec une dégradation des bicouches lipidiques (Fig. 98B) ;
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- aupH 7.2 et 8.4, le coefficient de frottement a une valeur plus stable et cette tendance
se traduit par une absence de dégradation des bicouches en fin d’essais de frottement
(Fig. 98C-D).

020{A
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Figure 98. Evolution du coefficient de frottement (A) et état de dégradation des bicouches en fin
d’essais (B-D) en fonction de la variation du pH dans le milieu aqueux tamponné avec le Tris (valeurs
de coefficient de frottement en début et a la fin de chaque essai).

Les valeurs moyennes du coefficient de frottement(A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement). Les barres d'erreur indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales
mesurées Abréviations: {Tm}, solution tamponnée (tampon Tris Maléate, pH 5.6) ; {TS}, solution saline

tamponnée (tampon Tris pH 7.2 respectivement 8.4 avec 150 mM de NaCl).

Les interfaces DOPC ont été déposées sur les surfaces de contact en utilisant la méthode de co-
adsorption de micelles.

(B-D) Visualisation des interfaces en fin d’essais de frottement (apres 50 min) :

(B) Faible dégradation de deux bicouches DOPCm en {Tm} ;

(C-D) Absence de dégradation de deux bicouches DOPC, en {TS}, pH 7.2 et 8.4;

Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en lumiére blanche
ou en fluorescence lorsque les bicouches sont dégradées.

On observe que 1’usure est minime dans le cas de pH 7.2 et 8.4, qui semble optimal pour la
stabilité des bicouches en cisaillement.

Afin de comprendre plus ces résultats, on a étudié les propriétés nano-mécaniques des
bicouches DOPC,, dans les trois milieux tampons a différents pH (Fig. 99).

Les résultats obtenus montre une faible résistance mécanique a I’indentation des bicouches
dans un milieu tampon a pH 5.6 (les bicouches sont rompues dans 100% des cas, avec une
faible force de rupture d’environ 0,21 nN et le saut est égale a 1’épaisseur d’une bicouche) ;
L’augmentation du pH (a 7.2 et 8.4) améliore les propriétés nano-mécaniques des bicouches
DOPC (Fig. 99) ; ainsi elles sont plus résistantes a 1’action de la pointe AFM (les bicouches
sont rompues dans 38% des cas a pH 7.2 et seulement 16% a pH 8.4) a des forces allant
jusqu’a 20nN.
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Figure 99. Influence de la variation du pH (dans un milieu stable) sur la résistance nano-mécanique a
l'indentation des bicouches DOPC,, - spectroscopie de force AFM [PFE B Munteanu, 2010]
Ligne du haut : profondeur pénétrée (en nm) ; ligne de bas : force de pénétration. Le pourcentage de
courbes avec indentation est indiqué.

On peut émettre une hypothése en termes de charge électrique pour expliquer ces résultats. La
charge de bicouches PC diminue fortement et de fagon presque linéaire avec le pH. Cela est
da a l'adsorption probable des ions hydroxyde négatives [55]: les bicouches sont environ deux
fois plus négatives au pH 7.2 qu'au pH 5.6. Il est possible qu’une plus grande charge
maintienne une plus grande distance entre les deux bicouches qui leur confére une plus grande
stabilité. Des mesures d’épaisseur inter bicouche par FRET (Flux Resonance Energy
Transfert) sont envisagées.

C3.4. Discussions et conclusions

Dans I’ensemble, les résultats des essais tribologiques nous ont permis d’observer une forte
corrélation entre les caractéristiques nano-mécaniques (résistance a I’indentation) des
interfaces étudiés (DOPC, et DOPC,) [19,40] et leur comportement tribologique (un
coefficient de friction faible et stable et I’absence de la dégradation de la bicouche pendant le
cisaillement).

Une premicre conclusion sur les résultats présentés dans ce chapitre montre qu'il y a en
général une corrélation positive entre la résistance a l'indentation normale, le coefficient de
frottement faible et stable et I'absence de dégradation de la bicouche pendant le cisaillement :

- La corrélation est vraie pour le frottement et la nano-indentation des interfaces
DOPC,, dans de l'eau ultra pure (pH 5.6). Elles sont facilement percées,
rapidement endommagées et leurs propriétés lubrifiantes diminuent au bout de 20
min de frottement (1 ~ 0,15 que 1'on trouve pour les surfaces nues) ;
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- Cette corrélation existe également dans une solution tampon Tris (pH 7.2) ou dans
un tampon Tris salin (150mM NaCl, pH 7.2), dans ces cas les bicouches résistent
completement aux forces d’indentation allant jusqu’a 20nN, assurent des
coefficients de frottement faibles et stables (n = 0,035) et ne sont pas ou faiblement
endommagées sous cisaillement.

- Par contre, cette corrélation n’est pas valable pour des tampons acétate qui
pourraient interagir au niveau des queues phospholipidiques en modifiant la
fluidité de la bicouche sans pour autant augmenter leur résistance mécanique.

L’utilisation d’un milieu tamponné favorise donc la stabilité et la bonne lubrification par les
bicouches. Le sel a un role un peu moins important que le pH.

Pour mieux comprendre et confirmer ces résultats, des études plus systématiques combinant
AFM (indentation) FRAPP et FRET (mesure d’épaisseurs des couches aqueuses) ainsi que
des modélisations en dynamique moléculaire seraient nécessaires.

Une deuxieéme conclusion par rapport aux résultats obtenus nous permet de montrer que la
force de frottement entre les surfaces de 17 corps revétues d’interfaces phospholipidiques en
phase fluide dépend fortement de la composition de la couche aqueuse. Ainsi, nous avons
montré que

1. les interfaces DOPC,, dans l'eau ultra pure (pH 5.5) ne sont pas stables pendant de
longues périodes de friction et sont facilement perforés par la pointe d'AFM.

2. l'ajout de sel améliore la résistance a la pénétration, mais pas celle au cisaillement.

3. dans les deux solutions tampon (Tris et Tris salin), les DOPC,, sont plus résistantes et
présentent des meilleures propriétés lubrifiantes. Ces effets ont été interprétés en
termes d’adsorption des ions dans les bicouches qui peut augmenter la cohésion de la
bicouche et la répulsion électrostatique bicouche-bicouche.

4. T’augmentation du pH montre une augmentation de la résistance mécanique des
bicouches mais sans conséquences tres grandes sur le comportement tribologique.

Klein et al. ont aussi illustré le role des ions dans des systémes aqueux extrémement
lubrifiants. Ils affirment que, lorsque deux surfaces chargées négativement (comme celle de
mica nue ou des brosses de polyélectrolytes sur le mica) sont compressés dans un milieu tres
salin (sels ajoutées), les cations piégés hydratés (Na” ou K") s’accrochent fortement & leur
couche d’hydratation. Ainsi, ils ne se condensent pas facilement dans les sites chargés
négativement du réseau pour neutraliser les charges de surface, méme a des pressions de
plusieurs atmosphéres, comparables a des pressions relatives dans les systémes vivants. Les
couches d'hydratation, en dépit de leur grande réticence a étre évincés, doivent se comporter
d'une maniére trés fluide vue que des coefficients de frottement effectif d'environ 0,0002 ont
été mesurés avec des surfaces de mica [40] et d'environ 0,0004 avec des brosses
polyzwitterioniques [11].

La présence des spheres d’hydratation [27] formées par I’organisation de molécules d’eau
autour des ions (Fig. 100 [13], adaptation du [9]) assure, suite a 1’échange trés rapide des
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molécules d’eau entre ’eau libre interstiticlle et 1’eau d’hydratation, des propriétés
lubrifiantes remarquables par un mécanisme de « roulement a billesy moléculaire (molecular
ball bearing, [35]) et des coefficients de frottement trés faibles, de 1’ordre de 0.0015 [9].
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Figure 100. Schéma présentant les couches d’hydratation au niveau des multicouches lipidiques du FS
et le mécanisme de lubrification par sphéres d’hydratations (ions entourés d’une couche fortement
organisée de molécules d’eau) [13,35]

132



Partie C — Tribologie des interfaces pathologiques

C4. Simulations des modifications biologiques associées aux
pathologies

C4.1. Parameétres expérimentaux étudiés

Dans cette partie on a choisi d’étudier le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques reproduisant ex vivo des caractéristiques pathologiques comme :
- la variation dans la composition en phospholipides entre le FS sain et celui
pathologique (voir §B.4.3.2.) et
- Taction in vivo des enzymes (2 un pH optimal) qui favorise I’évolution de la
pathologie (voir §A.4.3.2.).

On a utilisé des bicouches lipidiques de DOPC en phase fluide (prédominants dans le FS
pathologiques) obtenues avec la méthode de co-adsorption de micelles (DOPC,) en
appliquant 2 incubations et le ringage avec le taux de dilution le plus faible (0.5 min™) afin de
prévenir des éventuelles traces de détergent DDM dans la bicouche et en reproduisant la
variation en composition des FS pathologiques.

C4.2. Influence de la variation en composition chimique des « tétes »
phospholipidiques pathologiques

C4.2.1. Caractéristiques biochimiques retenues

Pour rappel, les conclusions concernant la composition en phospholipides déterminés a I’issue
de I’analyse lipidomique de différents échantillons de FS pathologiques (cf. Partie B) nous
ont indiqué :

- que le phospholipide prédominant est le PC ;

- que I’analyse des chaines acyle a révélé une prédominance de la phase fluide.

Le profil phospholipidique pour le FS pathologique déterminé indique environ 60% PC, 8%
PE, 12% PS, 20% PI+Sph (voir partie B).

Vue ces résultats et afin de ne pas induire des difficultés dans ’interprétation des résultats des
essais tribologiques liées au % spécifique d’un phospholipide donné, on a choisi d’utiliser
dans le modéele ex vivo des pathologies :
- des interfaces « référence » constitués a 100% de DOPC,,,
- des interfaces phospholipidiques en phase fluide « mixtes » constituées a chaque fois
d’un mélange de DOPC (prédominant, 90%) et de 10% pour un phospholipide
« minoritaire ».

Les interfaces utilisées dans cette étude sont donc en phase fluide: on a utilisé des

133



Thése M. Corneci, 2012

phospholipides correspondant aux différentes classes (PC, PE, PI, PS) et ayant des chaines
acyles symétriques et mono insaturés (di-oléoyl-, DO). Ainsi, pour I’obtention des interfaces
phospholipidiques, en accord avec les résultats des analyses lipidomiques des FS
pathologiques on a utilis¢ comme phospholipides: le DOPC; puis les mélanges de
DOPC+10%DOPE, DOPC+10%DOPI, DOPC+10%DOPS et respectivement DOPC+10%
DOPE +10%DOPI+10%DOPS.

Dans tous les cas, on a ajouté 1% de NBD-PC (fluorophore attach¢ aux « queues»
phospholipidiques, voir §C1.2.1.2., fig. 58) pour nous permettre la visualisation de 1’état de la
bicouche en microscopie en fluorescence car on a bien montré que la présence de NBD
n’influence pas le comportement tribologique des interfaces phospholipidiques (voir §C2.2.).

La structure de toutes ces molécules utilisées pour obtenir les interfaces phospholipidiques
avec un accent particulier sur la taille des tétes phospholipidiques (cf. mesure en RasMol
d’une molécule 3D) est indiquée sur la figure 101.

-
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Figure 101. (a) Structure chimique et (b) vue 3D (source : Avanti Polar Lipids) des molécules
utilisées pour obtenir les interfaces phospholipidiques en phase fluide

C4.2.2. Résultats obtenus

Les résultats concernant 1’évolution du coefficient de frottement en fonction de Ia
composition des interfaces phospholipidiques pathologiques, étudié¢ dans un milieu aqueux
salin tamponné (pH 7.2 stable) sont présentés sur la figure 102, ensemble avec les images en
fluorescence correspondantes (prises a la fin des tests de frottement).
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Figure 102. Effet de la composition des interfaces phospholipidiques sur leur comportement
tribologique
Les valeurs moyennes du coefficient de frottement (A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement). Les barres d'erreur indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales
mesurées.
(B-F) Visualisation in situ de la limite de zone du contact montrant I’état de la bicouche (dégradation ou
non) en fin d’essais de frottement :
B) DOPC ; C) DOPC-PE ; D) DOPC-PI ; E) DOPC-PS ; F) mélange PC-PE-PI-PS

Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en fluorescence
lorsque les bicouches sont dégradées.

On observe ainsi que pour le cas des bicouches contenant en plus du DOPC d’autres
phospholipides (avec les « tétes » phospholipidiques plus grosses et chargées) le coefficient
de frottement initial est plus grande (n = 0.045 pour les interfaces DOPC, 0.07 pour celle
contenant 10% DOPE, 0.12 pour le cas d’ajout de 10% de DOPI, 0.08 pour les interfaces
ayant 10% de DOPS et respectivement 0.075 pour le cas ou, dans la composition des
interfaces phospholipidiques on a majoritairement du DOPC et un % égal des autres lipides,
PE, PI et PS). Le coefficient de frottement pour ces cas augmente jusqu’a la fin des essais de
frottement (n = 0.075 (DOPC), 0.14 (DOPC+10% DOPE), 0.175 (DOPC+10%DOPI), 0.155
(DOPC+10%DOPS) et respectivement 0.12 pour les bicouches contenant DOPC et 10% de
DOPE, DOPI et DOPS) (Fig. 102A). Cette augmentation du coefficient de frottement est
corrélée avec une dégradation de la bicouche en fin d’essai (Fig. 102B-F), dégradation
d’autant plus accentuée que le coefficient de frottement final est plus grand (voir le cas des
interfaces DOPC+10% DOPI, Fig. 102D).

On observe donc que par rapport aux interfaces phospholipidiques ayant seulement des tétes
de type PC, le coefficient de frottement augmente quand on ajoute d’autres tétes lipidiques
dans la composition de la bicouche. Ainsi, la présence des tétes de type PI (les plus grandes
parmi les lipides choisis dans cette étude, Fig. 101) induit la plus grande augmentation du
coefficient de frottement et la plus forte dégradation de la bicouche.

Pour tenter d’expliquer ces résultats, on a choisi d’analyser a 1’échelle moléculaire ces
interfaces. Les résultats d’imagerie AFM montre des 1ilots au niveau de la bicouche
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DOPC+10% DOPI (Fig. 103, B Munteanu, PFE 2010), qui pourraient étre dus a la présence
des tétes PI qui sont plus grandes et plus chargées que celles de type PC.

Ui Fan DataZoom | 4|

DOPC DOPC
2 1 nm DOPI

/—/%r—/%r—/%
WS Y YV IR e etee
ddessss oo

05 1 15 2 e

a) b) c)
Figure 103. Image AFM d’une bicouche de DOPC+10%DOPI obtenus par la méthode de co-
adsorption de micelles (2 incubations) [B Munteanu, Pfe 2010]
(a) topographie de la bicouche, 2,5 x 2,5 um ; (b) profil des hauteurs caractéristiques selon la ligne
indiguée ; (c) schéma de la bicouche déposée sur la surface en verre avec les domaines DOPC et
respectivement DOPI

Les images obtenues en microscopie a force atomique (Fig. 103a) pour les bicouches de
DOPC +10%DOPI montrent la présence de domaines formés par des 1lots de DOPI (ayant des
tétes lipidiques plus volumineuses, Fig. 104c) dans une bicouche DOPC compacte. La hauteur
des domaines de DOPI par rapport a la bicouche de DOPC est d’environ 1 nm (Fig. 103b) [B
Munteanu, Pfe 2010].

Vu I’influence de la rugosité moléculaire sur le coefficient de frottement (cf. 8C2.2.), on peut
supposer que les différences de coefficient de frottement (Fig. 102) en présence de tétes
lipidiques différentes (PC, PE, PI, PS) sont dues notamment a I’augmentation de leur taille qui
induit localement des rugosités moléculaire dans la bicouche majoritairement constituée de
DOPC (Fig. 103). Les charges peuvent ¢galement avoir un réle méme si on a déja vu que dans
ce cas il peut augmenter 1’épaisseur entre les bicouches et donc la stabilité au frottement (8
C3.34)).

C4.3. Action des enzymes

C4.3.1. Caractéristiques biochimiques retenues

Pour étudier le comportement tribologiques des interfaces phospholipidiques sous 1’action des
enzymes caractérisant les pathologies articulaires (la phospholipase A, - PLA; et la
phosphatase alcaline - ALP), on a utilis¢ comme milieu aqueux une solution saline
tamponnée (tampon TRIS 15mM, avec 150mM NaCl) a deux pH différents :
- pH 7.2, valeur optimale pour favoriser I’action de I’enzyme PLA; (20pg/ml et 30 min
d’incubation avant 1’essai de frottement);
- pH 8.4, valeur favorable a I’activation et 1’action de I’enzyme ALP (10pg/ml et 30
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min d’incubation avant 1’essai de frottement) ;

De plus, afin de mettre en évidence ex vivo le role de I’ALP dans la précipitation des ions
de Ca®" et le processus de minéralisation (qui a lieu in vivo), on a utilisé aussi une solution
saline tamponnée (TRIS 15mM NaCl 150mM) a pH 8.4, contenant 50mM CaCl, et
10pug/ml de ALP et une incubation de 12h avant I’essai de frottement.

Toutes les solutions ont été filtrées avec une membrane de PES (0,2 pm) avant utilisation
pour prévenir ainsi la présence de toute impureté au niveau du contact pendant les essais de
frottement.

C4.3.2. Résultats obtenus
C4.3.2.1. Action de I’enzyme PLA;

Pour analyser I’influence de I’action des enzymes de type PLA, sur le comportement
tribologique des interfaces phospholipidiques on a utilisé :

- des interfaces « référence », de type DOPC,y ;

- des interfaces contenant 10% du DOPI en plus du DOPC.

Les résultats concernant le comportement tribologiques des interfaces phospholipidiques
avant et apres action de la PLA; sont présentés sur la figure 104.
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Figure 104. Effet de I’action de la PLA, sur le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques : (A) coefficient de frottement en début et a la fin de chaque essai et (B-E) état de
dégradation de la bicouche en fin d’essais
Les valeurs moyennes du coefficient de frottement (A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (apres
50 minutes de frottement). Les barres d'erreur indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales
mesurées.
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Abréviations: {TS}, tampon Tris salin pH 7.2 avec 150 mM de NaCl ;
(B-E) Visualisation in situ de la limite de zone du contact montrant I’état de la bicouche (dégradation ou
non) en fin d’essais de frottement avant (B,D) et apreés I’action de la PLA; (C,E) : bicouches DOPC (B,C)
et bicouches DOPC+10% DOPI (D,E).
Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en fluorescence
lorsque les bicouches sont dégradées.

Comme déja présenté dans le 8C4.2.2 (Fig. 102), la présence de DOPI dans la bicouche de
DOPC entraine une valeur du coefficient de frottement plus grande en début d’essai (a
comparer avec la valeur obtenue pour le cas d’une bicouche DOPC,, simple) et qui continue
d’augmenter a la fin de ’essai de frottement (Fig. 104A), comportement en corrélation avec
I’¢état de dégradation de la bicouche en fin d’essais (Fig. 104B,D).

Suite a I’action de I’enzyme PLA,, pour les deux types de bicouches (DOPC et
respectivement DOPC+10% DOPI) on constate une valeur encore plus grande du coefficient
de frottement initial (un = 0.12 pour DOPC et 0.18 pour DOPC+10%DOPI) qui continue a
augmenter jusqu’a la fin de I’essai (u = 0.16 pour DOPC et respectivement 0.2 pour
DOPC+10% DOPI) (Fig. 104A). L’augmentation du coefficient de frottement suite a I’action
de la PLA; sur les interfaces étudiées (DOPC et DOPC+10%DOPI) est corrélée avec 1’état de
la bicouche en fin d’essais, les images en microscopie en fluorescence indiquant une forte
dégradation de la bicouche apres I’action de ’enzyme (Fig. 104C,E).

Pour expliquer ces résultats on peut s’inspirer de 1’action in vivo connue de la PLA, (Fig. 38,
Partie B). Ainsi, in vivo, suite a 1’action des enzymes de type PLA,, des espéces de type lyso-
phospholipide (lyso-PL) se forment et leur présence au niveau de la structure des assemblages
moléculaires du FS pourrait déterminer un changement structural (Fig. 19, Partie A).

De fait de la tendance de ces espéces moléculaires de type « lyso » (qui représentent un
détergent naturel trés puissant ayant une tendance de s’auto organiser en micelles (voir
§B.2.1.) a former des structures de type micelles plutét que des interfaces planes de type
bicouches, suite a I’action de la PLA,, les interfaces phospholipidiques des FS pourraient étre
détruites, conformément au schéma sur la fig. 41 (Partie B) reprise ci-aprés.
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Donc, I’augmentation du coefficient de frottement dans le cas d’ajout de PLA, pourrait étre
due a la présence de lyso-PC (apres action de la PLA, sur le DOPC) qui a un rdle de détergent
dans la bicouche lipidique. Sans que cela soit une preuve expérimentale absolue, il est
intéressant de faire remarquer qu’on peut obtenir les mémes résultats avec des bicouches
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DOPC,, obtenues aprés une et respectivement deux incubations (Fig. 105) qui contiennent
comme on I’a déja dit plus ou moins de détergent. Les valeurs du coefficient de frottement des
DOPC,, (1 incubation) ou DOPC,, (+ PLA;) sont ainsi trés similaires.

0.2
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. [ initial
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E - modeéle
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avec DDM sans DDM

DOPC sans DDM

Figure 105. Effet de la présence du détergent DDM sur le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques : coefficient de frottement en début et a la fin de chaque essai (A) et état de
dégradation de la bicouche en fin d’essais (B-C)

Les valeurs moyennes du coefficient de frottement (A) sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes. Les barres grises représentent la valeur initiale et celles blanches la valeur finale (aprés
50 minutes de frottement). Les barres d'erreur indiquent I'écart entre les valeurs minimales et maximales

mesurées. Abréviations: {TS}, tampon Tris salin pH 7.2 avec 150 mM de NaCl
(B-C) Visualisation in situ de la limite de zone du contact montrant

(B) la dégradation de la bicouche en fin d’essais de frottement de fait de la présence de détergent
pour une bicouche DOPC, a 1 incubation (avec DDM).

(C) absence de la dégradation de la bicouche en fin d’essais de frottement en absence de détergent
pour une bicouche DOPC,, a 2 incubations (sans DDM).
Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en fluorescence
lorsque les bicouches sont dégradées.

Ces résultats confirment 1’hypothése que 1’augmentation du coefficient de frottement suite a
I’action de la PLA,; est due a la formation des molécules ayant role de « détergent » (lyso-PC).

C4.3.2.2. Action de I’enzyme ALP
L’action de I’enzyme ALP au niveau de la structure des assemblages moléculaire du fluide

synovial (notamment au niveau des phospholipides de type PI et PS présentes dans les
interfaces phospholipidiques) active le processus de minéralisation et ainsi des particules de

139



Thése M. Corneci, 2012

cristaux d’hydroxy-apatite se forment au niveau de ’articulation malade. La présence de ces
cristaux favorise 1’accentuation de 1’usure de la surface du cartilage articulaire arthrosique
(Fig. 106, [1])

activationde la ALP

. . PP P; ——> | Hydroxyapatite ] Minéralisation
Y ALP ca+ T (particules dans le
Membrane csllulairs | L :m A 1
(bicouche lipidique) J 4 Contact)

PP, Usure du cartilage

Figure 106. Réalité biologique : action de I’enzyme ALP et activation in situ de la minéralisation

Pour analyser les conséquences de I’action de ’ALP sur le comportement tribologique des
interfaces phospholipidiques, on a ¢étudié P’action de cette enzyme sur des bicouches
composées de DOPC, DOPC+10%DOPI et respectivement DOPC+10%PS.

Pour mieux mettre en évidence les effets de ’action enzymatique, on a fait des essais de
frottement apres une incubation de 30 min, puis apres 12h d’incubation des bicouches dans le
milieu contenant I’enzyme. Les résultats de ces essais sont synthétisés sur la fig. 107.

Ces résultats nous indiquent des comportements tribologiques similaires pour tous les cas
de bicouches étudiées :
- un coefficient de frottement plus grand des le début des essais de frottement, apres
30 minutes d’incubation avec I’enzyme ALP, dont la valeur augmente légérement
en cours d’essais, avec une dégradation de la bicouche mise en évidence en
microscopie en fluorescence ;
- une plus forte augmentation des valeurs de coefficient de frottement apres 12h
d’incubation enzymatique, en présence de Ca>" (50mM), accompagnée d’une trés
forte dégradation des bicouches dans ce cas (Fig. 107c¢).

En I’absence d’action enzymatique, en comparant les résultats obtenus a pH 7.2 (Fig.
102A) et respectivement 8.4 (Fig. 107A), on constate une nette différence (facteur 10) pour
le cas des interfaces phospholipidiques DOPC+10%DOPI. Dans ce cas, a pH 7.2, le
coefficient de frottement obtenu a été u = 0.12 en début et respectivement p = 0.175 a la
fin des essais de frottement, tandis qu’a pH 8.4, on a obtenu des coefficients de frottement
trés faible, u = 0.015 (en début) a 0.028 (a la fin). Cette différence pourrait étre attribuée a
la conformation stérique et aux charges ¢électriques locales déterminées par le pH dans le
milieu aqueux.
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Figure 107. Effet de ’action de I’enzyme ALP sur le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques : coefficient de frottement en début et a la fin de chaque essai (A) et état de
dégradation de la bicouche en fin d’essais (B-I)

(A) Les valeurs moyennes du coefficient de frottement sont calculées a partir d'au moins deux expériences
indépendantes (sauf pour le cas d’incubation 12h). Les barres grises représentent la valeur initiale et
celles blanches la valeur finale (aprés 50 minutes de frottement). Les barres d'erreur indiquent I'écart
entre les valeurs minimales et maximales mesurées. Abréviations: {TS}, tampon Tris salin pH 7.2 avec

150 mM de NaCl ;

(B-1) Visualisation in situ des bicouches intactes, sans action enzymatique (B-D) et dégradées en fin
d’essais de frottement apreés I’action de I’ALP, pour 30 min d’incubation (E-G) et respectivement 12h
d’incubation (H-1). Bicouches préparées par la méthode de co-adsorption de micelles : composées de
DOPC (B,E,H), DOPC+10% DOPI (C,F) et DOPC+10% DOPS (D,G,I).

Les pointes de fleches sur la gauche indiquent la limite extérieure de la lentille HEMA, tandis que les
fleches sur la droite de I'image indiquent le bord de la zone de contact qui est visible en fluorescence

lorsque les bicouches sont dégradées.

C4.4. Discussions et conclusions

Les phospholipides de type « PE » sont présentes en quantité faible dans le FS sain a
importante dans les FS pathologiques tel que déterminé par 1’analyse lipidomique,
Partie B).

La présence de DOPE dans les interfaces phospholipidiques fluides de DOPC,, génére
une augmentation du coefficient de frottement et de la dégradation de la bicouche en cas
de cisaillement des interfaces phospholipidiques dans un milieu salin tamponnée a pH
7.2. La méme tendance a été observée pour le cas des bicouches contenant du DOPS
(faible dans le FS sain et en quantité augmenté dans les FS pathologiques) dans les
mémes conditions expérimentales (Fig. 102).
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Pour le cas des essais de frottement en utilisant des bicouches qui reproduisent les
caractéristiques des interfaces lipidiques lors de pathologies articulaires dans un milieu
salin tamponnée a pH 8.4, la présence de la DOPS dans les bicouches génére une légere
augmentation du coefficient de frottement, mais la valeur finale est proche de celle de
début pour tous les cas étudiés. Un résultat remarquable mais non compris est celui
obtenu pour le cas des bicouches contenant du DOPI a pHS8.4 : dans ce cas, le coefficient
de frottement de début aussi bien que celui a la fin (Iégérement augmenté) reste
beaucoup plus faible a pH 8.4 qu’a pH 7.2 (Fig. 102A et Fig. 107A). Cette différence
peut étre due a la structure chimique complexe de la téte DOPI et a son comportement
particulier a pH 8.4.

Pour le cas des essais de frottement étudiant 1’action de la PLA, sur les interfaces
modeles, du fait que les caractéristiques des tétes polaires n’influencent pas cette
réaction (I’enzyme agissant au niveau de la chaine acyle des molécules), on a choisi de
faire cette étude pour 2cas seulement : bicouche composée uniquement de DOPC et
bicouche contenant en plus du DOPC+10% DOPI. On peut supposer que la tendance
observée pour ces deux cas serait la méme dans le cas des autres mélanges de
phospholipides.

Dans la méme logique, comme dans la littérature il est précisé que dans le processus de
minéralisation par précipitation de Ca®" un rdle important est détenu par les
phospholipides de type PI et PS, on a exclu dans ce cas les essais avec des bicouches de
type DOPC+10%DOPE, en se concentrant sur les cas DOPC+10%DOPI et
DOPC+10%DOPS.

En ce qui concerne I’influence de la présence des enzymes caractérisant les pathologies
articulaire dans le mode¢le de frottement on a pu déterminer que :

- dans le cas de frottement des interfaces phospholipidiques en présence de PLA,, le
coefficient de frottement augmente considérablement entre le début et la fin d’essai, (3
fois pour le cas de DOPC) entrainant une dégradation des bicouches
phospholipidiques, et ceci indépendamment de type de «téte» polaire des
phospholipides ; cette augmentation est due a ’effet de la formation de lyso-PC —
détergent naturel trés puissant) ; des résultats similaires ont été aussi obtenus dans le
cas des bicouches DOPC,, a 1 incubation, contenant de détergent ;

- pour le cas d’action de ’ALP, I’augmentation du coefficient de frottement lors des
essais (et notamment pour les cas ou on a laissé 1’enzyme incuber pendant 12h dans le
milieu aqueux) est due :

o soit a I’adsorption de I’enzyme sur la bicouche, qui entraine une augmentation
de la rugosité moléculaire de surface, similaire aux essais tribologiques avec
des interfaces phospholipidiques ou on varie les types de tétes polaires (voir
8C2.2)),

o soit au fait que pendant I’incubation et 1’essai de frottement, des microcristaux
ont été formés (de fait de la précipitation des ions de Ca®" présents dans le
milieu aqueux).
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Afin d’arriver a comprendre plus en détails le comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques dans des essais reproduisant ex vivo 1’évolution des pathologies
articulaires, il serait nécessaire de compléter les études de frottement avec des analyses de
coefficient de diffusion au niveau des bicouche (analyse FRAP) et d’analyses d’imagerie et
essais de nano-indentation (analyse AFM). Ceci n’a pas pu étre réalisé dans le cadre de cette
these.

C5. Conclusions

La partie A du manuscrit nous a montré I’importance d’étudier la bio-tribologie des
interfaces phospholipidiques qui représentes la premicre barriére a franchir afin de générer
I’usure précoce du cartilage articulaire. Pour cela, la partie B montre en rapport avec les
résultats d’analyse lipidomique que les phospholipides prédominantes des fluides
synoviaux pathologiques sont de type PC et en phase fluide. C’est pour cela que notre
modele tribologique ex Vivo consiste a reproduire le fonctionnement tribologique des
interfaces phospholipidiques de type DOPC. Le modéle tribologique reproduit le triplet
tribologique articulaire qui est constitué du mécanisme (imposé par le dispositif
expérimental) qui assure une lubrification de type limite permettant la mise en évidence du
role du 3°™ corps, les des interfaces phospholipidiques déposées sur les surfaces des 1°™
corps, d’une part sur la surface d’hydrogel HEMA (matériau modele pour le cartilage
articulaire) et d’autre part sur la surface en verre (qui facilite la visualisation du contact
pendant les essais de frottement.

Dans ce contexte, nous avons étudié leur propriétés mécaniques (résistance a I’indentation de
la pointe AFM) et physiques (coefficient de diffusion par FRAPP) en relation avec leur
comportement tribologique a I’aide d’un biotribométre. Plus particuliérement nous avons
étudié leur influence sur I’accommodation de la vitesse de cisaillement au niveau du contact
et leur capacité de maintenir un coefficient de frottement faible et stable.

Afin de simuler le fonctionnement tribologique dans un régime limite de lubrification, on a
adapté le mod¢le ex vivo existant pour le cas d’une articulation saine au cas des pathologies
articulaires.

L’objectif des travaux de cette partie a été I’étude du comportement tribologique des
interfaces phospholipidiques modeles et plus particulierement leur role dans la
biolubrification articulaire pathologique.

1. Influence des parameétres mécaniques
- la rugosité du substrat (de la surface modele en verre, reproduisant 1’usure
précoce du cartilage articulaire):
o influence de manicre significative le comportement tribologique des
interfaces de type DOPC,, en générant des discontinuités dans la couche
lipidique ;
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o les interfaces de type DOPC, restent intactes et ont la capacité de
« combler » la rugosité du substrat.

- la rugosité « locale », a I’échelle moléculaire (donnée par la variation de la
structure chimique des phospholipides et notamment celle de leurs tétes
polaires) :

o indépendamment de la méthode d’obtention des interfaces
phospholipidiques, la rugosité induite par la présence des molécules
ayant des té€tes polaires larges influence de maniére significative
I’évolution et détermine 1’augmentation du coefficient de frottement qui
associe aussi une dégradation accentuée des interfaces lipidiques.

2. Influence des parametres physico-chimiques caracterisant le milieu aqueux
Dans I’ensemble, les résultats des essais tribologiques nous ont permis d’observer une forte

corrélation entre les caractéristiques nano-mécaniques (résistance a I’indentation) [19,40] des
interfaces étudiés (DOPC,, et DOPC,) et leur comportement tribologique (un coefficient de
friction faible et stable et I’absence de la dégradation de la bicouche pendant le cisaillement).

Les résultats d’essais tribologiques (1I’évolution de coefficient de frottement et la visualisation
in situ du contact a la fin du cisaillement) indiquent une nette différence de comportement
tribologique (accommodation de vitesse) des interfaces phospholipidiques, en rapport avec :

- la stabilité du milieu aqueux ;

- lavariation du pH ;

- lavariation de la molécule de tampon.

Nous avons montré que la force de frottement entre les surfaces de 1°° corps revétues
d’interfaces phospholipidiques en phase fluide dépend fortement de la composition de milieu
aqueux, de la méthode utilisée pour déposer les bicouches phospholipidiques sur les surfaces
de contact ainsi que de la rugosit¢ du substrat. Nous attribuons la forte réduction du
coefficient de frottement lorsque deux bicouches sont déposées (une sur chaque surface de
frottement) a la localisation de plan d’accommodation de vitesse dans la couche aqueuse
présente entre les deux bicouches lors du frottement. Ce scénario est soutenu par les résultats
indiquant un coefficient de frottement plus grand et une forte dégradation des interfaces
lipidiques quand une seule bicouche est présente au niveau du contact ou lorsque les
phospholipides composant les bicouches lipidiques ont des groupes polaires (« tétes »
phospholipidiques) plus volumineuses.

Les interfaces DOPC,, dans I'eau ultra pure (pH 5.6) qui est un milieu non-stable, ne sont pas
résistantes pendant de longues périodes de frottement et sont facilement perforés par la pointe
d'AFM. L'ajout de NaCl dans un milieu non tamponné améliore la résistance des interfaces
lipidiques a I’indentation, mais pas celle au cisaillement. Au contraire, dans les deux solutions
tamponnées a pH 7.2 (Tris et Tris salin), les interfaces DOPC,, sont plus résistantes et
présentent des meilleures propriétés lubrifiantes : baisse et stabilit¢é du coefficient de
frottement et absence de la dégradation des bicouches comparé aux résultats obtenus dans un
milieu aqueux non tamponné, donc non stable). Ces effets ont été interprétés en termes
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d’adsorption des ions dans les bicouches qui peut augmenter la cohésion de la bicouche et la
répulsion électrostatique bicouche-bicouche.

Ainsi, on peut conclure que les interfaces DOPC,, (préparées par la méthode de co-adsorption
de micelles, une méthode plus simple et moins coliteuse que celle de fusion des vésicules)
sont bien adaptées pour étudier le role de bicouches dans la biolubrication.

3. Influence des caracteristiques biologiques des interfaces phospholipidiques

- la variation de leur composition : la présence des phospholipides ayant des tétes polaire
grande augmente le coefficient de frottement et détermine la dégradation des bicouches en
fin d’essais ;

- P’action des enzymes détermine une augmentation des valeurs de coefficient de
frottement dés le début des essais de frottement qui continuent & augmenter jusqu’a la fin
d’essais, déterminant aussi une forte dégradation des interfaces étudiées.

Les caractéristiques du lubrifiant influencent le comportement tribologique, en particulier en
modifiant la résistance au cisaillement et la charge. Ces changements sont représentatifs des
conditions pathologiques (comme l'arthrite et l'arthrose [22,28,34], Fig. 108). Par conséquent,
les résultats de ce travail seraient utiles pour développer I'analyse tribologique des maladies
articulaires.
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Figure 108. Evolution des interfaces phospholipidiques lors des pathologies articulaires
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Conclusions genérales et perspectives

Les recherches actuelles dans le domaine de la bio-tribologie articulaire visent a s’affranchir des
problémes liés a I’utilisation des implants articulaires (durée de vie limitée, colts élevés) en trouvant
des solutions thérapeutiques pour traiter de maniére précoce les pathologies articulaires. Pour cela il
est nécessaire de comprendre I’évolution des pathologies articulaires afin de pouvoir les détecter dans
les phases débutantes (quand le cartilage articulaire est trés faiblement usé). Les pathologies
articulaires sont causées par une multitude de facteurs (mécaniques, physico-chimiques et biologiques)
qui génerent la rupture de I’homéostasie articulaire pouvant provenir de différents composants de
I’articulation : du cartilage, du fluide synovial, de I’0s ou du systeme musculo-ligamentaire.

Dans ce contexte, cette thése se concentre sur I’analyse des causes des pathologies articulaires
provenant du fluide synovial. Ainsi, des études physico-chimiques ont montré que la composition
moléculaire du fluide synovial entraine des interactions entre divers composants (lipidiques et
glycoprotéiques), d’ou la formation d’une structure discontinue composée de vésicules entourées de
multicouches lipidiques, formées par I’empilement de 3 a 7 bicouches lipidiques piégeant entre des
couches aqueuses.

Le traitement précoce des pathologies articulaires doit donc passer par la compréhension de I’origine
des perturbations liées aux interfaces lipidiques de type multicouches qui sont la premiére barriére a
franchir pour déterminer ensuite I’usure du cartilage articulaire.

Cette thése a eu comme objectif d’étudier le réle et I’évolution des multicouches lipidiques
formant I’interface fluide synovial/cartilage articulaire dans le cas de plusieurs facteurs
considérés déclencheurs dans une pathologie articulaires.

Pour ce faire, cette thése a été menée en exploitant des techniques expérimentales d’analyse ex vivo
comme : I’analyse lipidomique, la microscopie optique en epi-fluorescence, la microscopie de force
atomique et I’analyse bio-tribologique. Ces techniques ont été utilisées de maniére a adapter le modele

tribologique ex vivo caractérisant I’articulation saine™ afin de nous permettre I’étude du
fonctionnement articulaire pathologique des multicouches phospholipidiques. Ce modéle tribologique
ex vivo reproduit le triplet tribologique articulaire en utilisant :

e comme corps en contact : un matériau de type hydrogel HEMA, qui permet, quand il est
hydraté dans une solution saline tamponnée (TRIS 15mM NaCl 150mM, pH 7.2) de
reproduire les propriétés mécaniques et physicochimiques des cartilages articulaires.

Un premier compromis expérimental a été I’emploi d’une contreface en verre transparent afin
de favoriser la visualisation du contact pendant les essais tribologiques ;

e un dispositif expérimental permettant conjointement la mesure du coefficient de frottement et
la visualisation in situ du contact pour simuler ex vivo le mécanisme articulaire ;

Ce mécanisme a été réduit & un mouvement de glissement avec une faible vitesse relative de
maniére a se mettre dans des conditions de lubrification limite permettant ainsi la mise en
évidence et I’exacerbation du réle des multicouches lipidiques.

e comme lubrifiant: des multicouches lipidiques constituées de deux bicouches lipidiques

* thése Ana Maria Sfarghiu, LaMCoS, 2006
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entre lesquelles est piégée une couche aqueuse.

Gréace a I'utilisation de marqueurs fluorescents moléculaires spécifiques, ce modeéle permet
d’analyser la localisation du glissement et I’évolution de la dégradation au niveau dex
bicouches lipidiques et ainsi expliquer les valeurs de coefficient de frottement obtenues.

Dans ce contexte, cette thése a comporté deux étapes :

1. La premiére étape a été orientée vers I’analyse lipidomique des FS sains et pathologiques (Partie
B). Cette étape nous a permis de cibler les paramétres biologiques liés aux perturbations
pathologiques des interfaces phospholipidiques. Ainsi, nous avons mis en évidence :

la présence des médiateurs lipidiques de I’inflammation dans le fluide synovial
osthéoarthrosique (LTBg4, 5-HETE), suite & I’action des enzymes (comme la PLA) associées

aux pathologies articulaires sur les phospholipides composant les interfaces lipidiques ; ceci a

pour conséquence une modification de la structure et de la conformation des molécules

composant les bicouches lipidiques ce qui peut engendrer une réorganisation de la structure

des interfaces lipidiques, favorisant ainsi I’initiation de I’usure du cartilage articulaire ;

les quantités de différentes classes de phospholipides contenues dans les fluides synoviaux

sains et pathologiques analysées, majoritairement des phosphatidylcholines en phase fluide;

cette variation en composition influence la stabilité et la fluidité de la bicouche lipidique et en

conséquence sa résistance mécanique aux sollicitations locales, a I’indentation et au

cisaillement ;

les caractéristiques variables des lipides en fonction de I’état sain ou pathologique, a savoir

que :

o dans le fluide synovial sain les phospholipides sont plutdt en phase solide (60 % saturés et
40% non saturés) tandis que

0 les phospholipides contenus dans les fluides synoviaux pathologiques sont
majoritairement en phase fluide (seulement 43 % saturés et 57% non saturés, ces
derniéres formées par des acides gras insaturés, dont I’acide oléique est prédominant) ;

Par rapport aux résultats des analyses lipidomique, le choix par défaut dans ce travail s’est porté
pour les bicouches phospholipidiques supportées de type DOPC, comme modele des interfaces
phospholipidiques, obtenues par deux techniques: co-adsorption de micelles (DOPCyy,) et

éclatement de vésicules (DOPCy)).

2. La deuxiéme étape de ce travail a consisté & adapter le modele tribologique articulaire ex vivo

existant (caractérisant les articulations synoviales saines* pour étudier I’influence des possibles
causes précoces des pathologies articulaires sur le fonctionnement tribologique des
multicouches phospholipidiques (Partie C). Ainsi, nous avons étudié I’influence sur le rdle et
I’évolution des interfaces lipidiques des facteurs :

mécaniques : les faibles variations de la rugosité ;

physico-chimiques : la variation du pH et de la concentration ionique, du milieu aqueux
piégé entre deux bicouches lipidiques ;

biologiques : la variation pathologique de la composition des bicouches lipidiques et I’action
enzymatique de associées aux pathologies (enzymes PLA et ALP).

Une premiére conclusion par rapport aux résultats obtenus indique que les performances
tribologiques des interfaces lipidiques dépendent :

* thése Ana Maria Sfarghiu, LaMCoS, 2006
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du nombre de bicouches lipidiques au niveau du contact frottant

Apres 50 minutes de frottement on constate une forte diminution du coefficient de frottement
lorsque deux bicouches lipidiques sont déposées (une sur chaque surface de frottement) par
rapport au frottement des surfaces nues, sans bicouches lipidiques (facteur 3) ou en présence
d’une seule bicouche lipidique (facteur 2). Cette diminution est attribuée a la localisation du
plan d’accommodation de vitesse dans la couche aqueuse piégée entre les deux bicouches lors
du frottement.

de la qualité des bicouches modeles utilisées dans les essais expérimentaux

On a montré que la méthode de co-adsorption de micelles est plus difficile a contrdler par
rapport a la méthode d’éclatement de vésicules. Mais en contrélant le nombre d’incubations

(minimum 2), le taux de dilution (lent, moins de 0.7 min'l) et I’oxydation des lipides (a éviter)
on arrive a obtenir des bicouches uniformes a grande échelle, permettant d’avoir des résultats
reproductibles dans les essais tribologiques.
de la faible rugosité du substrat, caractérisant les stades précoces de la maladie, qui :

o n’influence pas le comportement tribologique des interfaces de type DOPCy, qui ont la

capacité de « combler » la rugosité du substrat, mais
o influence de maniére significative (facteur 2 pour le coefficient de frottement par
rapport aux résultats obtenus avec des bicouches DOPCy) le comportement

tribologique des interfaces lipidiques DOPCp, qui « suivent » la rugosité du substrat ;
de la rugosité locale de la bicouche, induite par la présence des molécules ayant des tétes
lipidiques volumineuses qui influence de maniére significative le comportement tribologique
par une augmentation du coefficient de frottement et de la dégradation des interfaces
lipidiques, indépendamment de la méthode dont celles-ci ont été obtenues.

Par rapport a ces résultats, on peu conclure que pour avoir des études tribologiques reproductibles il
est nécessaire d’utiliser au minimum 2 bicouches lipidiques déposées sur chaque surface du contact,
par la méthode d’éclatement de vésicules ou par celle de co-adsorption de micelles (a condition qu’elle
soit bien contrdlée, comme mentionné auparavant) sur des surfaces ayant une rugosité trés réduite
(environ 1nm rms).

Concernant I’influence des caractéristiques physico-chimiques (stabilité du pH, variabilité du pH,
présence des ions) du milieu aqueux piégé entre deux bicouches lipidiques, les résultats d’essais
tribologiques (I’évolution du coefficient de frottement et la visualisation in situ du contact a la fin du
cisaillement) indiquent une nette différence du comportement tribologique des interfaces lipidiques, en
rapport avec :

stabilité du milieu aqueux : milieu non tamponnée et milieu tamponné

Ainsi, méme si la valeur du coefficient de frottement est similaire en début d’essais de
frottement, on observe une augmentation de la dégradation des bicouches lipidiques dans un
milieu non tamponné par rapport a un milieu tamponné. Cette différence peut étre expliquée
par une baisse de la résistance mécanique a la nano-indentation des bicouches lipidiques (85%
des bicouches sont rompues dans un milieu non tamponnée et 38 % dans un milieu
tamponnée). L utilisation d’un milieu tamponné favorise donc la stabilité des bicouches qui
assurent ainsi une bonne lubrification.

la variation de la molécule de tampon

D’apres les résultats obtenus on suppose que la variation de la molécule de tampon ait la
capacité de se coupler chimiquement aux molécules des phospholipides (couplage des tétes ou
insertion entre les chaines acyle) modifiant ainsi la fluidité de la bicouche et en conséquence
son comportement a I’indentation et au cisaillement.
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— lavariation du pH

L’ augmentation du pH montre une augmentation de la résistance mécanique des bicouches
mais sans conséquences tres grandes sur le comportement tribologique.
— lavariation de la concentration ionique

L’ajout du sel (NaCl) améliore la résistance a la pénétration mais pas au cisaillement, la
variation de la concentration ionique ayant moins d’effet comparatif au pH (stabilité par la
présence d’un milieu tamponné).

Ces résultats montrent la localisation de I’accommodation de vitesse au niveau de la couche aqueuse
qui permet, par des mécanismes similaires a ceux décrits par Klein (voir fig. 100) de favoriser la
lubrification par un mécanisme de « roulement a billes moléculaire ».

En ce qui concerne I'influence des caractéristiques biologiques des interfaces phospholipidiques
sur leurs performances tribologiques on a observé que celles-ci dépendent de :

— la variation de leur composition de fait que la présence des phospholipides ayant des tétes
polaire volumineuses et chargées augmente le coefficient de frottement et détermine la
dégradation des bicouches en fin d’essai d’ou I’importance de quantifier le rapport des
« tétes » des phospholipides dans les pathologies articulaires par le développement d’une
analyse lipidomique quantitative systématique ;

— I’action des enzymes pathologiques

0 de type PLA,, qui, activées dans I’état inflammatoire, agissent en formant des
molécules de détergent qui déterminent une augmentation de la fluidité de la bicouche
et une diminution significative de sa résistance au cisaillement ;

0 I’action des enzymes de type ALP dans les cas non inflammatoires, qui augmentent le
coefficient de frottement et I’usure des bicouches par une possible précipitation des
ions de Ca**.

L’action des enzymes pathologiques détermine donc une augmentation des valeurs de

coefficient de frottement dés le début des essais de frottement qui continuent a augmenter

jusqu’a la fin d’essais ; on observe aussi une forte dégradation des interfaces lipidiques
étudiées mais on ne peut pas dire a cet étape du projet de recherche si ¢c’est I’augmentation
du coefficient de frottement qui engendre la dégradation des bicouches ou vice versa.
Afin d’évaluer I’état pathologique et son évolution, il serait donc indispensable de faire une évaluation
quantitative par analyse lipidomique des facteurs inflammatoires présents dans les fluides synoviaux
pathologiques et une analyse par microscopie électronique en transmission (MET) mettant en évidence
la formation des cristaux suite a la précipitation de calcium.

Dans I’ensemble, les résultats de cette thése montrent I’importance des parameétres caractérisant les
interfaces lipidiques (bicouches lipidiques et couche aqueuse piégée entre deux bicouches) dans
I’obtention des performances tribologiques d’une articulation synoviale (faible coefficient de
frottement et faible usure).

Les résultats montrent une forte « corrélation » entre le coefficient de frottement, la dégradation et la
résistance nano-mécanique des bicouches ainsi que la mobilité des molécules lipidiques a I’intérieur de
la bicouche lipidique et suggérent une grande influence de I’épaisseur de la couche aqueuse piégée
entre les bicouches lipidiques. Afin d’estimer I’épaisseur de la couche aqueuse, par la suite, il est
envisagé d’adapter des techniques FRET (transfert d’énergie entre molécules fluorescentes, Flux
Resonance Energy Transfer) et des modélisations par la méthode de dynamique moléculaire.
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Conclusions générales & perspectives

De plus, en ayant choisi de se concentrer a la seule étude du comportement tribologique des interfaces
phospholipidiques, ces travaux ont « négligé » le role des interactions et des couplages multiples
existants entre les différents composants du FS (AH, protéines, phospholipides) et entre ceux-ci et les
corps en contact au cours du fonctionnement tribologique articulaire. Pour ce faire il est absolument
nécessaire de reproduire dans le modéle ex vivo en plus des interfaces lipidiques surfaciques le volume
discontinu du fluide synovial comportant les assemblages moléculaires constitués de veésicules
remplies du gel glycoprotéique. De plus, il va falloir tester les propriétés tribologiques des interfaces
phospholipidiques et celles des vésicules présentes dans le volume du film lubrifiant dans des
conditions plus hydrodynamiques, compte tenu du fait que pendant le cycle de la marche, on est a 50%
HD. Pour ce faire, comme ce travail a utilisé un mécanisme modéle simplifié dont la cinématique se
limite & un mouvement de glissement tandis que le mécanisme articulaire réel impose des
roulements et des glissements, les travaux futurs devraient aussi reproduire la cinématique réelle
(inclure dans le mécanisme le roulement en plus du glissement) afin d’étudier le réle des assemblages
moléculaires du FS dans les régimes de lubrification de type hydrodynamique qui sont aussi associés
au fonctionnement d’une articulation saine et a I’évolution des pathologies articulaires.

L’ objectif ultime de ses études est la compréhension des enchainements « causes-conséquences » et
les interactions des éléments du triplet tribologique articulaire au cours des études tribologiques
utilisant des dispositifs expérimentaux adaptés aux conditions de contact reproduisant I’évolution des
pathologies. Cette compréhension ouvrirait la voie au développement de traitements ciblés sur
I’élément du contact articulaire responsable de la maladie et notamment de développer de nouvelles
stratégies pour favoriser un diagnostic précoce, ce qui permettra ensuite de pouvoir agir sur les
causes meécaniques des dégats articulaires et de développer des traitements efficaces non
prothétiques.
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1. Définition de I'arthrose (d’aprés OMS)

Etiologie

Facteurs mécaniques et biologiques
facteurs génétiques
facteurs métaboliques
facteurs de dévelopement
facteurs traumatiques

Physiopathologie

modifications biomécaniques
modifications moléculaires
modifications biochimiques
Déséquilibre entre synthese et dégradation tissulaires

Anatomopathologie

Modifications morphologiques
chondromalacie
fissurations
ulcérations
éburnation
sclérose sous-chondrales

Radiologie ostéophytose

Pincement d'abord localisé de l'interligne
ostéophytes
sclérose sous-chondrale
kystes sous-chondraux

Douleur
raideur
+ épanchement
déformation osseuse

D’aprés I’OMS et de I’American Academy of Orthopaedic Surgeons (1994) [’arthrose est la résultante des phénomenes mécaniques et
biologiques qui déstabilisent [’équilibre entre la syntheése et la dégradation du cartilage et de I’os sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre
initié par de multiples facteurs : génétiques, congénitaux, métaboliques et traumatiques. L arthrose touche tous les tissus de ['articulation
diarthrodiale et se manifeste par des modifications morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques des cellules et de la
matrice cartilagineuses conduisant a un ramollissement, une fissuration, une ulcération et une perte du cartilage articulaire, une sclérose de
[’os sous-chondral avec production d’ostéophytes et de kystes sous-chondraux. Quand elle devient symptomatique, [’arthrose entraine
douleur et raideur articulaires, un éventuel épanchement articulaire avec des degrés variables d’inflammation locale. L’opinion qui prévaut
est que I’arthrose n’est pas une maladie univoque mais un groupe d’affections dégénératives articulaires. En d’autres termes, elle n’est pas
une maladie mais un syndrome, 1’aboutissement ultime de diverses maladies touchant I’articulation, ayant un caractére dynamique et
multifactoriel. [Lheureux Elise, L arsenal pharmacologique dans le traitement de I'arthrose. Focus sur la chndroitine, thése en pharmacologie, Université de Lille 2, 2010, 120 p. ]
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2. Schéma général de la physiopathologie de I'arthrose

» FACTEURSMECANIQUES =

—p» activation des chondrocytes/\ modifications de la trame fibrillaife

y v '

augmentation des synthéses augmentation du catabolisme gonflement
protéines IL-1 du cartilage
PG & collagene PGE2
ADN (division cellulaire) radicaux libres

| augmentation des MMP

diminution de
concentration en PG

activité protéolytique nette augmentée

augmentation de
la dégradation des PG & collagéne

y

Destruction
du cartilage

'

fragments dans
liquide synovial

Rigidité
0s sous-chondra

\

perméabilité hydraulique diminuée
E modification de la lubrification

P diminution de compression et d'¢lasticité

stabilité des fibres de collagéne diminuée

Inflammation

membrane synoviale ostéophytes

—— sécrétion de médiateurs solubles =
MMP

IL-1 \

PGE2 augmentation de perméabilité
aux enzymes synoviales

Figure 109. Schéma physiopathologique de 1’arthrose
Ce schéma (Fig. 109) intégre les facteurs mécaniques et I’activation du chondrocyte dans la

genese de la maladie (dans Arthrose, module57, Université de Médecine de Toulouse, Module
Appareil Locomoteur, 2011).
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3. Histologie® et physiologiet de la membrane synoviale

Concernant sa structure, la membrane synoviale est un tissu conjonctif lache différencié qui
s'organise en deux couches (Fig. 110) [62]:

e intima (la couche bordante, superficielle), en contact avec la cavité articulaire ;
e subintima (la couche sous-intimale, profonde), en contact avec la capsule articulaire ;

L’ensemble des deux couches est séparé de la capsule articulaire par la subsynoviale, tissu
conjonctif pauci cellulaire dans lequel prédomine la substance intercellulaire. En fait la
démarcation entre ces différentes couches n'est souvent pas trés nette, et par endroits I'intima
ne se compose que de synoviocytes isolés au sein d'une subintima trés développée.
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Figure 110. Structure histologique de la membrane synoviale normale [83]

a. L’intima (couche bordante de la cavité articulaire), a une épaisseur qui varie entre 20
et 40 pum selon le type de membrane synoviale. Les cellules (synoviocytes
fibroblastiques et macrophagiques) sont disposées en une a quatre couches/assises,
elles sont riches en enzymes oxydatives, hydrolytiques et en adénosine 5-
triphosphatase’. Le milieu intercellulaire contient de grandes quantités d'acide

hyaluronique (AH).

En microscopie ¢électronique on distingue deux types de cellules (Fig. 111) [12]:
« les synoviocytes de type A, les plus nombreux, qui ont plutdt une fonction phagocytaire”
(appareil de Golgi, mitochondries, vacuoles et vésicules treés abondantes) ;

: Histologie (du grec ancien hystos = tissu et logos = discours) est la branche de la biologie et de la médecine qui étudie la structure des
tissus biologiques et des cellules qui les composent.

 Physiologie (du grec phusis = la nature, et logos = I'étude, la science) étudie le role, le fonctionnement et l'organisation mécanique,
physique et biochimique des organismes vivants et de leurs composants (organes, tissus, cellules et organites cellulaires) et les interactions
entre un organisme vivant et son environnement.

* Pauci cellulaire (du lat. pauci = peu et cellula = cellule), structure contenant dans sa structure peu d’éléments cellulaires

$ Adénosine 5-triphosphatase (ATP-ase) = enzyme qui intervient dans le processus de conversion d’énergie dans 1’hydrolyse contrdlée de
I’adénosine triphosphate (ATP).

" La phagocytose (du grec phagein = manger et kutos = cellule) consiste en la capture/adhésion, I’ingestion et éventuellement la digestion
de particules solides inertes ou vivantes du milieu ambiant et a un réle important dans la fonction immunitaire (c'est en effet un moyen de
défense de 1'organisme, notamment lors d'infections bactérienne et parasitaire).
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» les synoviocytes de type B moins nombreux, ayant une forme plus massive, et peu de
prolongements cytoplasmiques par rapport aux synoviocytes de type A. De plus, 1'appareil
de Golgi est réduit, les mitochondries sont peu abondantes, ainsi que les vacuoles et les

vésicules.

En revanche, l'ergastoplasme’, porteur de ribonucléoprotéines, est trés développé. Ainsi,
ces synoviocytes ont plutét un role de synthese : ce sont les synoviocytes de type B qui
intervient dans le processus de synthése du FS par la membrane, qui est ensuite secrété
dans la cavité articulaire par exocytose’ [16].

?‘é : 5

Figurelll. Synoviocytes (de type A et B) dans la membrane synoviale (vue en microscopie électronique) [12]

La subintima, couche aussi riche en cellules mais beaucoup plus vascularisée (elle contient de
nombreux capillaires dans la partie la plus superficielle, des artérioles et des vaisseaux
lymphatiques), comprend des fibroblastes (50%), des histiocytes, des mastocytes et des fibres
collagénes. En cas d'inflammation, il se produit une modification de la vascularisation locale
qui contribue a une augmentation de la perméabilité vasculaire. La substance fondamentale
comprend essentiellement des mucopolysaccharides (glycosaminoglycanes, GAG) [47].

La subsynoviale se confond souvent avec les éléments capsulo-ligamentaires sous-jacents
dans la structure articulaire, parce qu’elle contient peu de cellules. Dans les couches
superficielles, les cellules sont des cellules conjonctives banales. La substance fondamentale
contient des mucopolysaccharides et des fibres collagénes laches. Dans les couches plus
profondes, on distingue des cellules adipeuses qui infiltrent le tissu conjonctif [19].

La membrane synoviale remplit plusieurs fonctions [4,15,18] :
e rdle sur la trophicité* les propriétés mécaniques et la stabilité de I’articulation;

e role de défense contre les agressions extérieures (elle peut donc étre considérée

" Ergastoplasme = ensemble des éléments bien structurés qui correspond au réticulum endoplasmique, RE (du latin reticulum = réseau et
endoplasmique = a l'intérieur du cytoplasme), structure du cytoplasme cellulaire constituée par un systeme de tubules et de sacs aplatis avec
role dans la synthése et le transport des protéines vers l'appareil de Golgi (qui joue un role majeur dans le processus d'exocytose, régulant
ainsi le transport vésiculaire de milieu intra- vers le milieu extra- cellulaire) ;

T L’exocytose (du grec -exo = hors de et de —kutos = cavité, cellule) est le mécanisme par lequel la cellule libére de larges biomolécules a
travers sa membrane, quand des vésicules de transport ou de sécrétion fusionnent avec la membrane plasmique et que leur contenu sort dans
le milieu extracellulaire.

i Trophicité = Ensemble des phénomeénes qui conditionnent la nutrition et le développement d'un tissu (ensemble de cellules), d'une partie
de l'organisme ou d'un organe
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comme un organe immunitaire) ;
e role dans la syntheése et la sécrétion du fluide synovial, par sa fonction de barrié¢re
de filtration et d'échanges.

Réle sur la trophicité de I’articulation

L'acide hyaluronique (AH) est synthétisé par les synoviocytes de type B [9]. 1l contribue a la
lubrification de l'articulation et a la trophicit¢ du cartilage et des structures ligamento-
capsulaires [4]

L'AH" fait partie du groupe des polysaccharides de type GAG, représentant une longue chaine
polymérique composée d’unités disaccharidiques contenant de 1’acide glycuronique (GIcA) et
du N-acétylglucosamine (GIcNAc) (Fig. 112A) [5,24] qui a une structure bi-hélicoidale a
I'état solide (Fig. 112B) [41].

Dans le FS normal I’AH a un haut poids moléculaire (PM) variant entre 2x10° et 7x10° Da
[20,29] La molécule d’AH étirée dépasserait une longueur de 15um [23]. Le polysaccharide
se trouve dans le FS sous forme de hyaluronate de sodium (syn. hyaluronan, [2]). La
polymérisation de 12500 unités de disaccharides réalise une molécule d'un PM d’environ
5x10° Da, analogue a la molécule d'AH tissulaire humain [32]. On le trouve dans une grande
variété de tissus (liquide synovial, peau, cordon ombilical, créte de poulet) et largement
distribu¢ dans la matrice extracellulaire de nombreux tissus dont le cartilage et la membrane
synoviale (sa concentration est trés importante dans I’intima ou il est synthétis¢ par les
synoviocytes de type A) [24].
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Figure 112. Unité structurale de la molécule d’AH [20,24,29,41]

Les caractéristiques chimiques ou physiques d’AH dépendent donc directement de son PM
variable et de sa concentration dans le FS, lui conférant plusieurs propriétés [14,24,53]:

e viscoélastiques : la molécule d’AH est trés hydrophile puisqu’elle peut relier

directement environ 4 molécules d’eau par unité disaccharidique, ce qui confere au

En 1934, Meyer et Palmer I’isolent, définissent chimiquement sa structure primaire et le baptisent acide hyaluronique [VAHEU E, LAMOTTE J,
LEQUESNE M. Sel sodique de l'acide hyaluronique (hyaluronan) et gonarthrose (p. 324-339). In: S De Seze, A Ryckewaert, MF Kahn, D Kuntz, A Dryll, O Meyer, Th Bardin, Cl Guérin.
Llactualité rhumatologique 1994, Paris, Expansion Scientifique Francaise ed., 1994]. Les années 50 voient précisées sa structure macromoléculaire sous forme
sodique libre dans le FS, ses propriétés et ses fonctions rhéologiques dans le fonctionnement articulaire.

159



These M. Corneci, 2012

FS une viscosit¢ importante (de ’ordre de quelques Pa.s). De plus, 'AH forme
avec l'eau un gel déformable qui devient ¢€lastique si les forces de cisaillement
appliquées sont plus fortes. Il joue donc un réle de lubrification et d'absorption des
chocs et I’AH est donc considéré « responsable » des propriétés rhéologiques du
FS [69].

e antalgiques et anti-inflammatoires : I’AH inhibe la production des PGE; dans le FS

humain et régule de nombreuses activités cellulaires : inhibition du
chimiotactisme, de la migration des polynucléaires neutrophiles et des
lymphocytes, inhibition de la phagocytose par les macrophages. Il diminue la
production de radicaux libres dans le FS [32,56].

e chondro protectrices : I’AH augmente l'activité métabolique du chondrocyte et du

fibroblaste synovial et qu'un déficit en AH provoquerait des modifications de la
matrice cartilagineuse avec une dégradation des protéoglycanes [28].
e de cicatrisation : I’AH joue un role dans le transport de facteurs de croissance dans

le tissu néoformé, favorisant ainsi les processus de cicatrisation [48].

Rdle de défense contre les agressions extérieures

Les synoviocytes de type A ont des caractéres communs avec les cellules macrophagiques :
elles contiennent un appareil de Golgi développé, des lysosomes ainsi que de nombreuses
vésicules de pinocytose*, suggérant une activité macrophagique, concernant de petites
particules ou des débris cellulaires et bactériens. Elles sont renouvelées constamment. Les
synoviocytes portent a leur surface des antigénes, récepteurs des immunoglobulines et
molécules d’adhésion qui sont directement impliqués dans les processus pathologiques tels
que la synovite rhumatoide [43].

Barriere de filtration et d’échanges : synthése du FS.

La membrane synoviale, et en particulier les cellules de l'intima, élaborent et également
résorbent le FS, qui est en faible quantité¢ a I’état physiologique [57,65]. Celui-ci est un
dialysat de plasma sanguin [11,46] auquel s'ajoute I’AH [9,57]. Les échanges entre le sang et
la cavité articulaire se font dans les deux sens a travers la barriére synoviale, sous l'effet des
pressions hydrostatiques et osmotiques d'une part, et sous l'effet de barrieres capillaires et
interstitiels propres a la membrane synoviale d'autre part. Les cellules intimales, les
macrophages et méme les autres cellules de la subsynoviale contrdlent également le transport
de substances d'un compartiment a l'autre par pinocytose ou phagocytose [67].

La concentration en ¢lectrolytes est peu différente dans le sang et dans le FS [87]. La
concentration en sucres du FS est plus faible (glucose, galactose, fructose), ainsi que celle des
lipides [13]. Environ trois fois moins de protéines sont trouvées dans le FS sain avec une
diminution de 1'haptoglobine et des o,-globulines, typique des FS traumatiques [9,58]. Les
IgG et les IgA y sont retrouvées, les IgM sont pratiquement absentes. En fait, ce sont les
protéines de haut poids moléculaire (PM) qui semblent ne pas pouvoir franchir les différentes
barrieres [66]. Ainsi, les petites molécules passent par diffusion entre le plasma et le FS, et

" Pinocytose (du grec pino = boire, kutos = cellule) = est ’ingestion de fluides (gouttelettes) ou de macromolécules au moyen de petites
vésicules de diamétre inférieur ou égal a 150 nm ;
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les protéines plasmiques diffusent selon leur PM, leur configuration stérique et leur charge.
L’albumine et les protéines de bas PM jouent un réle important dans la pression osmotique du
FS [54] et traversent facilement la membrane synoviale, tandis que le fibrinogene, ayant un
PM ¢levé, est retenu dans le sang ; ce n’est que lors d’une inflammation, que la perméabilité
des capillaires est augmentée, et que cette molécule devient détectable dans le FS [66-67].

La membrane synoviale par ses caractéristiques structurales et ses fonctions détermine donc la

composition du FS, ou ’AH sécrété par les cellules intimales y participe également par son
pouvoir de rétention d'eau.
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4. Evaluation de I'état pathologique du FS - analyse des prélévements”

Un prélevement de FS permet d’évaluer 1’état sain ou pathologique et de faire un
diagnostic différentiel entre diverses pathologies articulaires. Pour le bon déroulement
des protocoles d’analyses suite aux prélévements de FS il faut noter que :

le FS sain, peu abondant, trés visqueux et transparent est difficile a aspirer ;

au cours des arthropathies inflammatoires (RA), le FS est fluide et coagule
spontanément pendant la réalisation du prélévement ;

dans le cas des arthropathies dégénératives (OA), un FS de couleur jaune paille
ou jaune citrin revét une consistance visqueuse collant a 1’aiguille ou au doigt si
I’on y dépose une goutte ;

Parfois, dans le cas des FS arthrosiques on peut observer dans le prélévement du FS des
petites particules blanchatres contenant généralement des cristaux calciques et parfois
des débris cartilagineux.

Suite a I’obtention des prélévements pathologiques, différents examens peuvent étre
effectués :

des examens cytologiques et bactériologiques, utilisés pour différencier les
arthrites septiques (avec bactéries) des rhumatismes inflammatoires (sans
bactéries mais avec une augmentation du nombre de cellules) ou des affections
articulaires mécaniques (sans bactéries et sans augmentation du nombre de
cellules) ;

des examens biochimiques et immunologiques donnant des informations sur les
propriétés physiques du fluide synovial. Suite a 1’analyse des FS pathologiques
on peut distinguer :

0 Il’augmentation du taux de protéines dans les pathologies articulaires de
type inflammatoires, due a 1’augmentation de leur passage dans le FS a
travers les tissus composant 1’articulation synoviale suite aux lésions
vasculaires pathologiques, a laquelle s’ajoute aussi une augmentation de la
synthése locale par la membrane synoviale ;

0 dans le cas sain, une concentration d’environ 3mg/ml d’AH de grand PM
confere au FS sain une grande viscosité. Au contraire, dans le cas des FS
pathologiques inflammatoires on observe une viscosité basse, liée a la
baisse du degré de polymérisation et de la concentration d’AH dans le FS
(voir Annexe Membrane synoviale) ;

o0 tandis que dans le cas de FS sain les différents classes de lipides (telles
que le cholestérol, les triglycérides, les PLs) sont présents a des taux
inférieurs aux taux plasmatiques, du fait de la taille importante des
lipoprotéines qui leur interdit I’acces a la cavité articulaire a travers la
membrane synoviale, dans le cas des pathologies articulaires on a des FS

* Brannan SR, Jerrard DA, Synovial fluid analysis, Journal of Emergency Medicine, 30-3, 2006, 331-339
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riches en lipides. De ce fait, suite aux prélévements de FS pathologiques,
I’aspect macroscopique est laiteux, crémeux ou chylifere ;

0 le dosage de certaines molécules (enzymes, fragments de dégradation des
PRG) dans le FS pourrait renseigner sur [’altération pathologique du
métabolisme articulaire ;

0 de plus, dans le cas de certaines maladies inflammatoires de type
rhumatologiques les dosages immunologiques de cytokines montrent des
taux ¢élevés des cytokines inflammatoires (notamment celles de type
interleukine (IL 1b) et du facteur de nécrose tumorale (TNF, tumor
necrosis factor).
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5. Composition en phospholipides de FS de différentes espéces et
comparatif avec le plasma sanguin

Type Classes de "
) . Quantités e
d’échantillon PLs Références
, , (% +SD)
analyse analysées
PC 54,7+223 Higaki H, Murakami T, Nakanishi Y, Lubricating
FS PE 1,05 +0,62 ability of Langmuir-Blodgett films as boundary
(porc) PI 1,80 £ 0,62 lubricating films on articular surfaces, JSSME,
PS 1.80 + 0.62 Series C, 40/4, 1997, 776-781
PC 56,9+ 2.8
PE 16,9 +1,5
FS (poulet) PI 30405
PS 5,8+ 0,6 GENGE BR et al, Analytical biochemistry, 322,
PC 35,3+3,3 2003, 104-115
. PE 17,6 2.4
FS (bovin) ’ !
PI 2,6 0,4
PS 9,9+0,4
+
FS PC 61,2+33
(humain, sain) P 3,0£3,0
’ PS 1,2+1,2
PC 513+6,0 f.?ol.e GG, Synovial F/ul'd /ipl'ds in nor/'m.tl
¢ (humain) | PI 1.8+ individuals and patients with rheumatoid
erum > arthritis, Arthritis and rheumatism, vol 5, 6,
PS 24+ 1962
FS PC 52,7+5,9
(humain, PI 29+
rhumatologique) | PS 1,8+
Plasma PC 59,48 + 1,66
(humain) PE 3,17+0,15
PI 1,87 +£0,08
FS PC 47,62+ 1,77 Punzi, L., Todesco, S., Toffano, G., Catena, R.,
h . PE 2,87 +£0,20 Gigan, F., and Bruni, A. Phospholipids in
_( Emaln’ tion) PI 1,55+ 0,07 inflammatory synovial effusions. Rheum. Int. 6.7-
Inflammation 11. 1986
PS 0,26 = 0,06 ’
FS PC 49,16 £ 2,97
(humain, peu PE 2,63 £0,09
inflammatoire) | PI 1,61 +0,20
g‘(l)fgcie(sies PC 68,38 + 6,2 g 41% P}S’ar‘mla 1;1.thP(‘)»fff"e// GL, LaB‘erig.e A//I ,
: y PE 46,42 £325 ng | 27% 7 1‘otsp holipi ’wniposztz‘grjz of ar tzc4u ar
fémoraux o cartilage boundary lubricant.J Orthop
: Sph 53,68 £2,67 pg | 32% Res 2001; 19:671-676
bovins
PC 48
FSh . 5}3 225 Hills BA, Surface-active phospholipids. Part I,
umatn PS 7’4 Internal Medecin Journal, 2002, 32, 170-178
Sph 14
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6. Calcul du nombre des bicouches qui peuvent étre formées par les PLs
des interfaces du FS

On connait :

Concentration SAPLs: 0.1-0.3 mg/ml [63, 77];

Surface du cartilage de genou : 121 cm? [27]

Section transversale (Ag) pour une molécule de DOPC: 70 A2molécule
(0.7nm*molécule) [61]

Volume du FS dans I’articulation de genou ~2 ml [77]

Mpopc(g/mol)= 786 g/mol [40]

Numéro d’Avogadro: Ny ~ 6.023*10% molecules/mol [39]

Calculs:

a.

b.

d.

Quantité des SAPLs dans le FS du genou:
Mpopc = COHCDQPC (mg/ml) * FS volume (ml)
mpopc = (0.1 to 0.3) mg/ml * 2 ml = (0.2 to 0.6) mg DOPC

Nombre de molécules de DOPC
v = mpopc(g) / Mporc(g/mol)
v=(0.2t0 0.6)x10>g / 786 g/mol = (25 to 76)x10*mol

NDOPC molécules — V*NA
NDOPC moléeules = (25 t0 76)x10mol * 6.023x10* molécules/mol
= (151 to 458)x10"’molécules DOPC

Surface occupée par les molécules de DOPC si elles formeraient une seule bicouche
Apopc bilayer = Ao (nm?*/molécule) * npopc molécules (Molécule) / 2
A DOPC bilayer = 0.7nm?*/molécule * (151 to 458))(1015 molécule / 2

= (53 to 160)x10"° nm? = (530 to 1600) cm? (bicouche unique)

Nombre de bicouches qui peuvent étre formées sur la surface du cartilage:

N bilayers — A porc bilayer (cmz) /A cartilage(cmz)
1 pilayers = 930 to 1600 cm?/ 121 cm? =4 a 13 bicouches lipidiques
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7. Qu’est-ce que c’est la « lipidomique » ?

La révolution « omique » a stimulé la notion de profilage moléculaire dans la biologie
systémique. Bien qu'ayant été une zone a forte intensité¢ de recherche déja dans les années
1960, la recherche sur les lipides a récemment pris de l'importance avec 1'émergence de la
lipidomique [34,71,81].

La lipidomique a été définie comme « la caractérisation compléte des espéces moléculaires
lipidiques et de leurs rdles biologiques en ce qui concerne l'expression de protéines
impliquées dans le métabolisme et la fonction des lipides, y compris la régulation des génes »
[74] ou bien « l'analyse au niveau du systeme et la caractérisation des lipides et de leurs
partenaires d'interaction » [78,80].

La « lipidomique » ou le profilage des lipides, est une extension de la « métabolomique » ou
la totalit¢ des lipides d'une cellule, d’un tissu ou d’un organisme est mesurée (Fig. 113,
adaptée de [80]). Ainsi, I’analyse lipidomique peut étre subdivisée au niveau de la
lipidomique des membranes cellulaires, des organites, du métabolisme ou bien des médiateurs
[72] qui adresse, soit la description compléte et quantitative des lipides constituants les
membranes, ou la caractérisation structurale et la quantification d’espéces lipides bioactifs
d’une faible abondance, respectivement.

Glucides
ADN — ARN —— Protéines —— Métabolites —— Toxines
) ) o tabolomi Lipides
Génomigue Protéomique Metabolomique R e

Extraction des lipides

Voies de métabolisme
Analyse des lipides et réglages

Interactions lipides / protéines Signalisation

Figure 113. Placement et role de ’analyse lipidomique dans les familles des techniques « -omigues » [80]

Elle a été 1’objet d'une attention croissante en tant qu'outil de recherche dans des disciplines
variées, dont la physiologie, la biochimie des lipides, ou la découverte de biomarqueurs
cliniques et pathologiques, grace a la connaissance de roles des lipides dans de nombreuses
maladies comme le diabéte, I'obésité, l'athérosclérose et la maladie d'Alzheimer [22,80].
Utiliser une approche lipidomique permettra ainsi non seulement de fournir des indications
sur les roles spécifiques des espéces moléculaires lipidiques dans la santé et la maladie
[25,75], mais aussi d’aider a identifier des biomarqueurs potentiels [42] pour 1'établissement
des approches préventives ou thérapeutiques” pour la santé humaine [51].

"
« Lipids are in many ways the most important of the biomolecules because they are the ultimate controllers and regulators of our bodily
processes ; they are the key to signaling events in cells » (Edward Dennis)
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Les récentes avancées technologiques de la spectrométrie de masse et des techniques
chromatographiques ont conduit a l'expansion rapide du champ de recherche lipidomique
[60].

7.1. Analyse lipidomique : développement et objectifs

Au cours de 30 dernieres années, la biologie cellulaire de base a ét¢ un des principaux
moteurs de recherche sur les lipides sans pour autant se limiter a I'noméostasie du cholestérol.
Des expériences utilisant des organismes modeéles (y compris des levures, des vers, des
mouches et des souris) ont permis de mieux comprendre le métabolisme des lipides dans les
organismes vivants. Utilisant des méthodes modernes de génétique en combinaison avec des
tests fonctionnels, ces études portent sur le réle des nombreux enzymes agissant sur les lipides
(lipases, kinases, phosphatases et transférases). Le caractére commun a ces études est de
mettre I'accent sur les aspects « mécanistiques » nécessaires a la compréhension de la biologie
des lipides au niveau moléculaire [52].

L’objectif principal de la lipidomique est l'identification des voies métaboliques qui sont
activées ou désactivées au cours du développement d'un organisme ou lorsque la cellule est
« déplacée » d'un état physiologique préétabli a une autre condition physiologique ou
pathologique (métabolique d'apprentissage). Une meilleure compréhension des réglages de
voies métaboliques sous-jacentes est nécessaire afin de concevoir de nouvelles stratégies
d'intervention [26,80].

Le lipidome, cet a dire les lipides constituant les biomembranes et celles qui sont en
circulation en tant que molécules de signalisation (dans les fluides biologiques) [74] reflétent
des états physiologiques a un instant donné.

L'analyse conjointe des lipides et des protéines (superposition de la lipidomique avec la
protéomique) aide a mieux comprendre 1’importance moléculaire de la relation temporelle
entre métabolites et enzymes [31,33,35,85]. Ainsi l'analyse minutieuse des lipides est

probablement la mieux placée pour mettre en évidence de maniere raffinée des biomarqueurs
définis [3,80].

7.2. Technologies pour I’analyse lipidomique

Jusqu'a présent, 1'explosion de l'information dans les domaines de la génomique et de la
protéomique n'a pas connu d’équivalent dans le domaine des lipides. Ceci est largement dii a
la complexité des lipides, car la nature est capable de synthétiser un énorme nombre d’especes
lipidiques chimiquement et structurellement distinctes. En outre, d'outils puissants pour
l'analyse des lipides manquaient.

De nouvelles approches d'analyse permettent maintenant d'analyser les systémes des lipides et
de leurs partenaires d'interaction [52]. Deux technologies de base se sont avérées utiles pour
l'analyse des lipides : la spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et la
Spectrométrie de Masse (MS) [6].

167



These M. Corneci, 2012

La spectroscopie RMN nécessite la préparation d'échantillons en relativement faible quantité
et est non destructive, ce qui permet une analyse plus approfondie. Toutefois, cette méthode a
une faible sensibilité et peut donc détecter seulement les composants présents en forte quantité
dans I’¢échantillon.

L’analyse des lipides est traditionnellement effectuée par Chromatographie Gazeuse couplée a
la Spectrométrie de Masse (GC-MS). Cependant, le développement de nouvelles techniques :
Ionisation par ElectroSpray (ESI) [10,34,82] et la Désorption / Ionisation Laser Assistée par
Matrice (MALDI) [64] a considérablement ¢largi la gamme des lipides qui peuvent étre
analysés par MS dans les matériaux non fractionnés (« shotgun lipidomics » [84]). Le
couplage de 'ESI-MS et de la Chromatographie Liquide (LC) a considérablement augmenté
le nombre de classes de lipides qui puissent étre étudiés au cours d’une expérience unique
[59,85]

John B. Fenn a également souligné 1'importance de la MS pour les développements dans ce
domaine [21,45,55,86]. 11 a été lauréat de prix Nobel de chimie en 2002 « pour le
developpement de méthodes d'identification et d'analyses structurale de macromolécules
biologiques (...) pour leur développement des méthodes de désorption par ionisation douce
pour des analyses de macromolécules biologiques par MS » [1].

Un apergu des différentes technologies utilisées dans la recherche lipidomique est présenté
dans le tableau 11 [80].

Dans ce contexte, il peut étre déclaré que le « succes » de 1’analyse lipidomique résulte
principalement des progrés technologiques concernant la MS. L'avantage des techniques
d’analyse lipidomique est qu’elles permettent une analyse a haut débit avec une grande
sensibilit¢ et une grande résolution, ainsi que la capacit¢ d’automatiser 1’analyse
d'échantillons et I’accés aux résultats obtenus [36].

Le challenge dans le domaine des analyses lipidomiques des phospholipides est de faire une
caractérisation complete de la variabilité de composition en lipides dans le milieu vivant dans
le contexte d’un fonctionnement sain aussi bien que dans le cas de diverses pathologies [59].
Dans I’idée que les plus grands défis de la lipidomique restent 1'¢lucidation d'importants
phénomenes pathologiques et l'intégration de la grande quantit¢ de nouvelles données
devenues disponibles [6].

7.3. Classification des lipides

De maniére générique, pour comprendre l'entité de 1'ensemble « lipidomique » plusieurs
classes de lipides (qui constituent le « lipodome ») doivent étre étudiées (Fig. 114) [79].
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Glycerophosphaolipides et especes oxydees, Acides gras (AG) incluant les especes rares
y compris les lipides avec liaison éther type AG oxydes, hydrox-AG, époxy-AG etc.

N

Sterols, oxysteraols, hormones stéroides,

Sphyngolipides et glycosphyngolipides \ Classes de / B < otolcs

lipides et
especes du
Glycolipides complexes incluant aussi des linidom ol X
P e et /' Y "\ Retinoides et flavonoides
Triacylglycerols incluant les espéces avec Eicosanoides et autres types de dérives des
liaisan ether AGPIs (w3 fwb)

Figure 114. Classes de lipides étudiées par I’analyse lipidomique [79]

La diversit¢ chimique/lipidique dans les échantillons biologiques facilite I'adaptation
spécifique de la réponse cellulaire aux altérations des nutriments cellulaires, 1'histoire du
métabolisme et les événements de signalisation.

Le role essentiel des lipides dans la physiologie des cellules, des tissus et des organes est déja
démontré par de nombreuses maladies humaines impliquant la perturbation des actions des
enzymes et des voies du métabolisme des lipides. Exemples de telles maladies : le diabéte, le
cancer, les maladies de troubles neuro-dégénératives et les maladies infectieuses [80].

Comme cela a été décrit en début de chapitre, I’analyse lipidomique consiste a caractériser les
espéces moléculaires des lipides dans les échantillons biologiques. Les analyses des lipides
présents dans des fluides synoviaux sont donc pertinentes pour ce travail de thése, dont
I’objectif est de comprendre le role des assemblages lipidiques dans le fonctionnement
articulaire, dans les cas sain et pathologique, en particulier celles concernant le profil des
phospholipides, ayant, selon des études récentes (voir paragraphe $A4.2.3.), un role important
dans les performances tribologiques remarquables des articulations synoviales [7,17,38,70].
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Tableau 11. Technologies utilisées dans la recherche lipidomique [80]

Technologie

Lipides étudiés

Avantages

Inconvénients

Spectrométrie de

masse (MS)

MALDI

ESI

Plusieurs classes de
lipides

Plusieurs classes de

association de TCL,

détection directe par m/z

milieu de la matrice

suppression d’ionisation

lipides association de LC, une quantification absolue
détection directe par mHz difficile
sensibilité et sélectivité T suppression d’ionisation
turnover 1
RMN
H Tous les lipides non destructive, sensibilité |
mesure directe les spectres sont dominés
par des lipides abondants
3lp Phospholipides

non destructive, mesure

directe, quantitative

sensibilité |

Chromatographie

GC Composants non . o \ . .
polailr)es détection par MS, utilisée nécessite la dérivation des
principalement pour les AG lipides polaires ou des
(FA) composants volatils
HLPC Plusieurs classes de o e ,
lipides quantitative, détection par détecteur de
automatisation facile masse ou indice réfractif
TLC Plusieurs classes de . . e,
lipides technique facile sensibilité |
peu d’investissement en inconvénients au niveau
matériel de la résolution
Biochimie
Lipides photo uelques classes de . . . . L
acgvablgs Spi déls identification de protéines nombre limité
lies aux lipides d’échantillons
Anticorps Tres peu de lipides . . . e iz .
lipi diql?e)s P P études en biologie cellulaire spécificité des anticorps
Lipides Plusieurs classes de

immobilisés dans
des kits d’essais

Lipides solubles
dans des kits
d’essais

lipides

Plusieurs classes de
lipides

identification des

interactions lipid-ligand

études quantitatives sur les
interactions

1 turnover

techniquement difficile a
automatiser et a
immobiliser

techniquement difficile a

optimiser
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8. Les acides gras

Les queues non polaires de la majorité des phospholipides sont constituées de molécules
d’acides gras a longues chaines. Dans le milieu vivant, la chaine hydrocarbonée de ces
résidus d’acides gras posséde en général de 12 a 24 atomes de carbone.

Les acides gras varient entre eux selon la longueur de leur chaine d’atomes de carbone (de 4 a
22) et le nombre de doubles liaisons entre les atomes de carbone qu’ils contiennent.

A titre d’exemple, 1’acide butyrique (4:0), I’acide palmitique (16:0) et I’acide arachidique
(20:0) comportent respectivement une chaine de 4, 16 et 20 atomes de carbone

Les acides gras sont classés selon le nombre de doubles liaisons qu’ils possédent : les acides
gras saturés n’en comportent pas, alors que les acides gras mono insaturés en comportent une
et les acides gras poly insaturés, plus d’une (Fig. 115).

/\/’\./\/\ Saturés (aucune lisison)
/\\:/\/\\ Mono-insatures (una liaison)
/\=/\:/\F'U-Iy-insaturés {plus d'une lisison)

Figure 115. Classification des acides gras (en fonction de nombre de doubles liaisons, C=C)

La présence d'une double liaison C=C provoque l'existence de deux isomeéres de configuration
cis et trans. Cette double liaison est plus rigide qu'une liaison simple C-C. La configuration
cis introduit un pli rigide (une inflexion d’environ 30°) dans la chaine acyle (Fig. 116) :

-- chaine saturée

-——\\—- Bl e S e double liaison rrans
0,38 nm

double liaison cis

Figure 116. Orientation de la chaine acyle suite a la présence d’une liaison double, C=C
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La longueur de la chaine carbonée (chaine acyle) et le nombre de doubles liaisons - ce qu'on
appelle le degré d'instauration - influencent le point de fusion et ainsi la transition de phase
d’un état « sol » vers un état plus fluide (« gel »).

Ainsi, lorsque le nombre d'atome de carbone d'un acide gras (le nombre de double liaison
carbone=carbone restant constant) augmente, la température de fusion croit.
Lorsque le nombre de double liaison carbone=carbone augmente (a3 nombre de carbone
constant), la température de fusion décroit.

Par exemple, pour les acides gras saturés, plus la chaine est longue, plus le point de fusion est
élevé : 44,2°C pour l'acide laurique (12 :0), 75.4°C pour l'acide arachidique (20 :0). Ceci tient
au fait que plus la chaine est longue plus les interactions de Van der Waals entre les chaines
sont puissantes donc difficiles a rompre. Il faut donc fournir d'autant plus d'énergie pour
désintégrer la structure de 1'état solide que le nombre de carbone de la chaine est élevé.

La présence de doubles liaisons entraine une courbure de la chaine carbonée qui interfére avec
la possibilité de former des structures compactes trés ordonnées. Les forces de Van de Waals
entre chaines en sont d'autant plus affaiblies. Cela se répercute sur la température de fusion
des composés : 69,6°C pour l'acide stéarique en C18 sans double liaison contre 13,4°C pour
l'acide olé¢ique de méme nombre de carbone avec une double liaison.

Sous l'action de la phospholipase A, les phospholipides membranaires libérent l'acide
arachidonique (20:4), acide gras poly insaturé a 20 carbones et 4 doubles liaisons qui est un
substrat d'actions enzymatiques produisant des médiateurs a action extracellulaire : facteurs
d'adhérence, d'agrégation plaquettaire, de perméabilité vasculaire ou encore intermédiaire de
réaction inflammatoire ou allergie. Leurs noms dérivent de leur localisation et 1'on citera les
prostaglandines (PG), sécrétion de la prostate, les prostacyclines (PC), tromboxanes (TX),
leucotriénes (LT).

La présence dans une chaine aliphatique de phospholipides d’une ou plusieurs doubles
liaisons détermine une « déviation » dans la conformation. Ceci est présenté dans la figure
117.

acide stéarigue C18:0 frans 0

“COOH
3

uuuuuu

queae apalaire téte polaire

Acide arachidonique (20:4)
acide gras poly-insaturé
20 atomes de carbone et 4 insaturations
(4 doubles liaisons), la chaine aliphatique
a une conformation « hélicoidale ».

Conformations possibles pour une

double liaison ; les phospholipides

de milieu vivant sont caractérisées
par la configuration « cis »

Comparaison de la structure d’un
acide gras saturé (C18:0) et son
correspondant mono-insaturé (C18:1)

Figure 117. Comparaison des structures saturées, mono et poly-insaturées
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Tableau 12. Principaux acides gras saturés

Annexes

acide butyrigue acide butanoique C4:0 HzC-{CH2)2-CO0OH
acide valérique acide pentanoique C5:0 HaC-{CH212-CO0OH
acide caproique acide hexanoigue C6:0 HzC-{CH2)4-COOH
acide énanthique acide heptanoigue c7:0 HaC-{CH2)5-CO0OH
acide capryligue acide octanoique ce:0 HzaC-{CH2)e-CO0OH
acide pélargonique acide nonanoique z9:0 HzC-{CH2)7-CO0OH
acide caprigue acide décanoigue C10:0 HaC-(CH2)g-COOH
acide undécyclique acide undécanoique C11:0 HaC-{CH215-CO0OH
acide laurique acide dodécanoique c12:0 HzC-{CH2)1g-CO0OH
acide tridécyclique acide tridécanoigue C13:0 HzC-{CHz2)11-COOH
acide myristigue acide tétradeécanoigue C14:0 H3C-{CH2)12-CO0H
acide pentadécycligue acide pentadécanoique Z15:0 HaC-{CH211 3-CO0OH
acide palmitique acide hexadeécanoigue C16:0 HzC-(CH2)44-CO0OH
acide margarique acide heptadécanoique Z17:0 HzC-{CH2)15-CO0H
acide stéarique acide octodécanoigue z12:0 HaC-{CH2)15-CO0OH

Tableau 13. Principaux acides gras insaturés

|acide palmitoléique
|acide oléigue
|acide érucique
|acide nervonique

|acide linolaigue

|acide alpha-linolénique
|acide arachidonique
|acide gicosapentagnaigue

acide docosahexanoigue

Acide gras mono-insaturés

Er

‘acide 7Z-hexadacénoigue |C16:1 w-7
‘acde 0Z-octadécénaigue [C18:1 w-0
‘anide 13Z-docosaenoigue [C22:1 w-9
acde 15Z-tétracosagnoique |C24:1 w-3
Acide gras poly-insaturés - S
‘anide 97,127 -octadécadignoique |C18:2 w-6
‘ande 97,127 15Z-octadécatnenoigue [C18:3 w-3
\acide 5Z,8Z,11Z,142-éicosatétradnoigue |C20:4 w-6

DHA

Javide 5Z,82,11Z,14Z,17 Z-gicosapentagnoique |(C20:5 w-3

acide 42,72,102,132,162,192-
docosahexagnoigue
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Tableaul4. Températures de la Transition de Phase des PLs [Avanti Polar Lipids’]

-3

12:0 PC (DLPC) -1 12:0 PG (DLPG)
13:0 PC 14 14:0 PG (DMPG) 23
14:0 PC (DMPC) 23 16:0 PG (DPPG) 41
15:0 PC 33 18:0 PG (DSPG) 55
16:0 PC (DPPC) 41 18:1 PG (DOPG) -18
17:0 PC 48 16:0-18:1 PG (POPG) -2
19:0 PC || 60 || 14:0 PS (DMPC) || 35 |
20:0 PC 66 16:0 PS (DPPC) 54
21:0 PC 72 18:0 PS (DSPC) 68
22:0 PC 75 18:1 PS (DOPS) -11
23:0 PC 79 16:0-18:1 PS (POPS) 14
16:1 PC -36 12:0 PA (DLPA) 31
18:1¢9 PC (DOPC) -20 14:0 PA (DMPA) 50
18:1t9 PC || 12 || 16:0 PA (DPPA) || 67 |
18:1¢c6 PC 1 18:0 PA (DSPA) 75
18:2 PC -53 18:1 PA DOPA) -8
18:3 PC -60 16:0-18:1 PA (POPA) 28
14:0-16:0 PC || 35 || || T (°C) || T, (°C) |
14:0-18:0 PC 40 12:0 PE (DLPE) 29
16:0-14:0 PC 27 14:0 PE (DMPE) 50
16:0-18:0 PC 49 16:0 PE (DPPE) 63 118
16:0-18:1 PC (POPC) -2 18:0 PE(DSPE) 74 100
16:0-22:6 PC =27 20:0 PE 83 96
18:0-14:0 PC 30 18:1¢9 PE (DOPE) -16 10
18:0-16:0 PC 44 18:1t19 PE 38 64
18:0-18:1 PC || 6 || 18:2 PE || -40 || -15
18:1-16:0 PC -9 18:3 PE -30
18:1-18:0 PC 9 16:0-18:1 PE (POPE) 25 71

*
Thermotropic Phase Transitions of Pure Lipids in Model Membranes and Their Modifications by Membrane Proteins, Dr. John R. Silvius,

Lipid-Protein Interactions, John Wiley & Sons, Inc., New York, 1982, reprinted with permission from John Wiley & Sons, Inc.
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9. Stockage (péremption) et manipulation des lipides®

a. Solutions organiques:

Les phospholipides qui sont fournis comme une solution organique doivent étre stockés dans
un récipient en verre fermé sous argon ou azote, a -20°C + 4 ° C, protégés de lumicre.

Le stockage des solutions organiques inférieures a -30°C n'est pas recommandée, sauf si la
solution est conditionnée dans une ampoule en verre scellée. La fermeture de la fiole doit étre
bordée de téflon.

Les solutions organiques ne doivent jamais étre stockées dans des conteneurs en plastique ou
polymere (polystyréne, polyéthyléne, polypropylene, etc) car cela va libérer des impuretés
hors du conteneur. Les solutions de lipides dans I'eau peuvent étre stockées dans du plastique.

Transfert des solutions organiques:
Toujours utiliser le verre, l'acier inoxydable ou le téflon pour transférer les lipides stockés
sous forme de solutions organiques.
- NE PAS utiliser des embouts de pipettes en plastique pour le transfert de solutions
organiques de lipides ;
- NE PAS utiliser des tubes Eppendorf avec des solvants organiques
- NE PAS utiliser du Parafilm avec des solvants organiques

b. Poudres
Les phospholipides sous forme de poudre doivent étre manipulés comme décrit ci-dessous.

Lipides saturés:

Les lipides composés d'acides gras qui sont complétement saturées (par exemple, le
dimyristoyl- ou dipalmitoyl- phosphatidylcholine — DMPC ou DPPC) sont stables sous forme
de poudres. Ces lipides doivent étre stockés dans un récipient en verre avec une fermeture en
téflon a <-16 ° C. Lors du transfert d'une partie de la matiére du contenant, retirez le récipient
du congélateur et laisser le produit atteindre la température ambiante avant d'ouvrir le flacon.

Lipides insaturés ou dérivés de tissus:

Les lipides composés d'acides gras contenant une ou plusieurs doubles liaisons (par exemple,
le dioléoyl-phosphatidylcholine, DOPC) ne sont pas stables sous forme de poudres. Ces
lipides sont trés hygroscopiques en tant que poudres et vont rapidement absorber 'humidité et
devenir gommeux a l'ouverture du conteneur. Cela pourrait aboutir a 1'hydrolyse ou

* http://avantilipids.com/index.php?option=com_content& view=article&id=1679&Itemid=398
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/T 1391 ?ICID=search-product
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l'oxydation de la mati¢re. Ces lipides doivent étre dissous dans un solvant organique
approprié, transférés dans un récipient en verre avec une fermeture en téflon, et conservés a
<20°C+4°C. Le stockage des solutions organiques inférieure a -30°C n'est pas recommandé,
sauf si la solution est conditionnée dans une ampoule en verre scellée.

En général, la forme « poudre » de lipides est la plus stable pour le stockage, cependant, les
lipides insaturés sous forme de poudres sont hygroscopiques et ne peuvent pas étre facilement
pesés. Les lipides saturés peuvent donc étre achetés sous forme de poudres (P) tandis que les
lipides insaturés devraient étre achetés sous forme de solution de chloroforme (C). Si les
lipides sont stockés pendant une longue période de temps, on peut acheter sous forme de
poudre pour le stockage, puis dissoudre la poudre en utilisant du chloroforme lorsqu’on est
prét a I’emploi de lipide dans les essais expérimentaux. Pour utiliser la solution de
chloroforme, la quantité nécessaire de la solution de lipides est transférée (en utilisant 'acier
inoxydable, de verre ou du téflon - NE PAS UTILISER les embouts de pipettes en plastique)
dans un flacon en verre et le chloroforme évaporé en utilisant I'azote ou l'argon. Le film
lipidique obtenu peut étre hydraté ou remis en suspension dans un solvant approprié pour la
lyophilisation.

Dates de péremption des lipides utilisés dans nos essais:

- 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) : réf : 850355C, 6 mois et 850355P, 2 ans

- 1-palmitoyl-2-{12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl } -sn-glycero-3-phosphocholine
(NBD-PC), 810131P et 810131 C, 3-6 mois ;

- N-(6-tetramethylrhodaminethiocarbamoyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine,
triethylammonium salt (TRITC DHPE), réf 71391 (Invitrogen), 3-6 mois

- 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) : réf 850375C, 6 mois ;

- 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) : réf 850725C, 6 mois ;

- 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (sodium salt) (DOPS). réf 840035C, 6 mois ;

- 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-myo-inositol) (ammonium salt) (DOPI): réf 850149C, 6 mois.
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10. Préparation de solutions tampon (buffers)

Les principales solutions tampon (buffers) qui peuvent étre utilisées a un pH spécifique sont
présentées dans la figure 118.

Ci apres sont détaillés sous forme de tableaux les recettes a utiliser pour obtenir la solution
tampon au pH nécessaire a une utilisation expérimentale spécifique. La précision des tableaux
est de £ 0.05 pH a 23°C, sachant toutefois que dans la majorités des cas, la valeur de pH ne
variera pas plus de + 0.12 pH méme a 37°C, avec une trés 1égere variation de la molarité
(généralement 0.05M).

SOLUTIONS TAMPONS LES PLUS COURANTES
Carbonate 9.2 - 107

(Methods in Enzymology 1, Preparation and Assay of Enzymes. Edited Borax 928 - 101
by Sidney P. Colowick and Mathan Q. Kaplan, 7955, Academic Press) Ammediol 78 100
Borate 7.6 - 5.0
Tris/HCI 7.2 - 9.0
Barbital 6.5 - 9.2
Trig-maléate/NaDH 5.2 - 5.6
Phosphate 5.7 - 8.0
Cacodylate 5.0 - 7.4
Maleate 5.2 - 5.8
Phtalate 4.2 - 6.0
Succinate 3.8 - .0
Citrate-Phosphate 26-7.0
Acétate 3.6 - 5.6
Citrate 3.0 - 5.6
Aconitate/NaOH 25 - 57
Phtalate/HCI 2.2 - 3.5

WKCRHCH O - Q_QGWWE Glycine / MaOH 8.6 - 10.6
pH
1 2 3 a 5 6 7 8 o 10 11
fig. 1

Figure 118. Solutions buffers les plus courants en fonction du pH.

a. BUFFER ACETATE

Solutions stock :

- A :0.2 M solution acide acétique (11.55 ml dans 1000 ml)

- B : 0.2 M solution d’acétate de sodium (16.4g acétate de sodium ou 27.2g acétate de
sodium hydrate dans 1000 ml)

Pour obtenir une solution tampon acétate a un pH donné il faut prendre : x ml (solution
stock A) + y ml (solution stock B), ’ensemble a diluer jusqu’a un volume total de 100ml :

* Sélection de: Methods in Enzymology, 1955, vol. 1 — Preparation and assay of enzymes, Ed. SP Colowick et
NO Kaplan, chap 16 — General preparative procedures, p. 138-146
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X ml sol stock A Y ml solution stock B pH final
46.3 3.7 3.6
44.0 6.0 3.8
41.0 9.0 4.0
36.8 13.2 4.2
30.5 19.5 4.4
25.5 24.5 4.6
20.0 30.0 4.8
14.8 35.2 5.0
10.5 39.5 5.2
8.8 41.2 5.4
4.8 452 5.6

b. BUFFER TRIS MALEATE

Solutions stock :

- A: 0.2 M solution Tris acide maléate (24.2g poudre Tris HCI + 23.2 g acide maléique
ou 19.6 anhydride maléique dans 1000 ml)

- B:0.2M NaOH

Pour obtenir une solution tampon TRIS maléate a un pH donné il faut prendre :
50 ml solution A + x ml solution B, I’ensemble a diluer jusqu’a un volume total de 200ml :

X ml sol stock B pH final X ml solution stock B pH final
7.0 5.2 48.0 7.0
10.8 5.4 51.0 7.2
15.5 5.6 54.0 7.4
20.5 5.8 58.0 7.6
26.0 6.0 63.5 7.8
31.5 6.2 69.0 8.0
37.0 6.4 75.0 8.2
42.5 6.6 81.0 8.4
45.0 6.8 86.5 8.6

c. BUFFER TRIS

Solutions stock :
- A: 0.2 M solution Tris HCI (24.2g poudre Tris HCI dans 1000 ml)
- B:0.2 M NaOH

Pour obtenir une solution tampon TRIS maléate a un pH donné il faut prendre :
50 ml solution A + x ml solution B, I’ensemble a diluer jusqu’a un volume total de 200ml :
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X ml sol stock B pH final
5.0 9.0
8.1 8.8
12.2 8.6
16.5 8.4
21.9 8.2
26.8 8.0
32.5 7.8
38.4 7.6
414 7.4
442 7.2

d. BUFFER PHOSPHATE

Solutions stock :

- A: 0.2 M solution de phosphate de sodium monobasique (27.8g dans 1000 ml)

- B : 0.2 M solution de phosphate sodium dibasique (53.65g de Na,HPO,4.7H,O ou 71.7
g Na,HPO4.12H,0 dans 1000 ml)

Pour obtenir une solution tampon phosphate a un pH donné il faut prendre :
x ml solution A +y ml solution B, I’ensemble a diluer jusqu’a un volume total de 200ml :

Annexes

XmlsolA| Y mlsolB pH final X mlsol A Y ml sol B pH final
93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9
51.0 49.0 6.8 53 94.7 8.0
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e. SOLUTIONS STOCK pour la hydratation des lentilles HEMA et les essais sur

tribométre

e SOLUTIONS TAMPONEES « TRIS »
Tout d’abord il faut préparer une solution TRIS a 0.2 M (24,2 g TRIS en 1000mL eau ultra pure)

Solution tamponnée TRIS 50 mM a pH 7,2

Recette 1

Recette 2

50 ml sol TRIS 0.2M

50 ml sol TRIS 0.2M

44.2 ml sol HCI 0.2M

8.84 ml sol HCI 1IN

105,8 ml eau ultra pure

141,16 ml eau ultra pure

Volume total sol TRIS 50mM, pH 7,2 200 ml 200 ml
- Solution tamponnée TRIS 15 mM a pH 7,2
Solution Quantités
TRIS 50mM pH 7,2 300 ml
Eau ultra pure 700 ml
Volume total sol TRIS 15mM, pH 7,2 1000 ml
- Solution tamponnée TRIS 50 mM a pH 9
Recette 1 Recette 2
50 ml sol TRIS 0.2M 50 ml sol TRIS 0.2M
5 ml sol HC1 0.2M 1 ml sol HCI IN
145 ml eau ultra pure 149 ml eau ultra pure
Volume total sol TRIS 50mM, pH 9 200 ml 200 ml

e SOLUTION TAMPONEE « TRIS » SALEE (NaCl 150 mM)

Solution Quantités
TRIS 15 mM pH 7,2 1000 ml
NacCl (poudre) 8,775 ¢
Volume total sol TRIS 15mM NaCl 150mM, pH 7,2 1000 ml

Utile :

M rris = 121,14 g/mol ; M nac; = 58,5 g/mol ; M ¢ = 36,5 g/mol
TRIS = Trizma® base Primary Standard and Buffer, (>99.9% Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.1., T1503-100g)

L’eau ultra pure utilisée a un pH d’environ 5,5.
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11. Obtention ex vivo des solutions de vésicules par extrusion

Matériel :
Lipides (DPPC, DOPC, etc.) : 20 mg
Lipides fluorescentes (NBDPC et/ou T1391) : 0.20 mg
Ethanol (1 ml) ; Chloroforme (1 ml) ; Ether éthylique (1ml)
Solution tampon TRIS 15 mM, pH 7.2, obtenue selon la recette suivante :

- A partir de 3,6342g Tris (Trizma® base Buffer, >99.9% Sigma-Aldrich) et 150 ml
eau ultra pure on obtient 150 ml solution Tris 0.2M (pH ~ 9)

- Partant de cette solution on rajoute 423.48 ml eau ultra pure et 26.52 ml HCI 1IN
(ou équivalent en fonction de la solution HCI en stock au labo) on obtient 600ml
solution tamponnée Tris 50mM, pH 7.2

- Utilisant 300ml solution tampon Tris 50mM, on y rajoute 700ml eau ultra pure et
on doit obtenir 11 solution tampon Tris 15mM, pH 7.2

Méthodologie :

Pour obtenir des MLVs a extruder afin d’obtenir des LUVs
e solubilisation des poudres lipidiques en utilisant un mélange de solvants
chloroforme/éthanol (9:1, v/v) afin d’obtenir une solution contenant 20 mg/ml lipides
(DOPC, DPPC, mélange de différentes lipides, ... selon protocole) et 0.2 mg/ml lipide
fluorescent,

e mélange des deux solutions (20mg/ lipide et 0.2 mg lipide fluorescent)

e ¢vaporation de la solution obtenue afin de réaliser un étalement uniforme des lipides sur
la paroi interne d’un tub d’essais en verre; I’évaporation sera réalisée sous azote, 2 fois
en chloroforme et une fois en éther ;

e e tube d’essais avec 1’étalement lipidique est mis sous vide (min 5h, pour des raisons
pratiques toute la nuit) pour assurer 1’évaporation totale du solvant

e ensuite, on rajoute 1ml de solution tampon TRIS (pH 7.2) dans le tub d’essais contenant
les lipides; puis on fait chauffer a 50°C (seulement pour le DPPC, T,,,= 41°C, afin que le
lipide soit en phase fluide) et on fait vortexer la solution 10 min ;

e on continue avec 6 cycles congélation (5 min, azote liquide)/décongélation (10 min
bain-marie, température du bain a minimum 45°C quand on utilise le DPPC)

e il faut « vortexer » 1 min apres chaque cycle congélation/décongélation

Pour préparer des liposomes LUV

Pour passer de la solution lipidique de MLV (20mg/ml lipide avec 1% fluorescence) en
tampon TRIS 15mM, pH 7.2 a une solution LUV (méme composition chimique) on applique
I’extrusion, on utilisant le mini-extruder Avanti Polars Lipids (réf. ava-610000-1Ea) (Fig.
119A)

* http://avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id=185&Itemid=193
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Pour I’extrusion de la solution MLV :

Iml de solution 20mg/ml de MLV en tampon TRIS 15mM, pH 7.2 est extrudé on
utilisant 2 types de membranes (400nm et 200nm, polycarbonate)

I’extrusion est réalisée en passant la solution 19 fois d’une cotée a l’autre de la
membrane a 1’aide des seringues d’extruder

pour limiter les pertes pendant I’extrusion, la membrane doit étre humide et pour cela on
fait quelques fois I’extrusion avec un volume de solution TRIS 15mM avant de procéder
a I’extrusion de la solution MLV.

Au final on obtient des liposomes LUV. Pour éviter I’oxydation de la solution des liposomes
LUV celle-ci est conservée sous azote et a I’abrie de lumiere (papier aluminium).

Quelques observations expérimentales :

Lavage de seringues d’extruder : selon les biologistes (3 fois en chloroforme, 3 fois en
¢thanol, ensuite séchage) ; sur le site d’Avanti Polar Lipids il est précisé qu’il ne faut
jamais utiliser pour le lavage des seringues autre que isopropanol, eau pure ou détergent’
Il ne faut pas oublier au moment de montage de 1 ‘extruder de mouiller la membrane
(cela évite qu’elle se casse ainsi que les pertes de la solution apres 1’extrusion)

Selon le site d’Avanti Polar Lipids les stocks de lipides varient en termes de stabilité en
fonction de type de lipide: 3 mois pour ceux poly insaturés, 6 mois les mono insaturés et
12-24 mois celles saturés (a stocker toujours a -20°C !).

De plus, pendant la manipulation des lipides il ne faut jamais utiliser des pipettes en
plastic, du Parafilm® ou des tubes Eppendorf. Pour ce qui est les solutions aqueuses de
lipides, celles-ci ne doivent en aucun cas étre stockées pour des longues périodes de
temps vu que leur stockage en milieu aqueux accélere I’hydrolyse de I’échantillon.

Pour Iextrusion’, il faut faire trés attention au montage/positionnement de ’extruder sur
le block thermique (Fig. 119B)

Position
corrécte

""'4

(A) (B)
Figure 119. (A) Mini-extruder et son positionnement correct (B) sur le block chauffant

" http://avantilipids.com/index.php?option=com_content& view=article&id=534&Itemid=298

"h

://avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id=533&Itemid=297
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12. Méthodes générales d’obtention des interfaces phospholipidiques

Co-adsorption de micelles mixtes

La méthode co-adsorption de micelles mixtes « lipide-détergent » a été développée par Grant
et Tiberg, [76] Cette méthode donne des résultats robustes et est moins cotiteuse en lipides, de
plus elle ne nécessite pas de dispositifs spéciaux. Le principe consiste a adsorber a partir
d’une solution concentrée de lipide et de détergent puis une succession de ringage et de
réadsorption a partir de solution moins concentrée en mélange lipide/surfactant ainsi une
bicouche dense et compacte pourra tre produite sur la surface.

Cette technique utilise un détergent non ionique, fortement soluble dans 1’eau, (d’ou son
¢limination facile avec le ringage) le DDM (n-Dodecyl-B-maltoside, fig. 120), (cmc =
1.67*10* mol/l) pour dissoudre les lipides et former des micelles [30].

" 4 /I o\
Téte hydrophile 1nm

Figure 120. Structure chimique d’une molécule de n-Dodecyl-beta-D-maltoside (DDM)

Le DOPC a été solubilisé a une concentration de ImM dans un mélange de chloroforme/
éthanol (9/1, v/v). Le NBD-PC a été rajouté a cette solution a 1% (mol%) afin de pouvoir
vérifier par la suite la qualité et I’homogénéité du dépdt a grande échelle par microscopie de
fluorescence. Un aliquote de la solution lipidique est placé dans un tube a essai, puis soumis a
un débit d’azote avec une rotation continue; le solvant est ainsi évaporé, (Fig. 121). Nous
obtenons un dépdt uniforme de lipides sur la paroi interne du tube. Des micelles lipide
/détergent en rapport massique 1/6 sont obtenues en rajoutant, dans le tube a essai contenant
I’étalement lipidique, de I’eau ultra pure et une solution aqueuse DDM (0.485mg/ml) pour
former a la fin une solution de mélange DOPC/DDM a une concentration finale de 0.114
mg/ml. Nous agitons doucement pour éviter la formation de mousse du détergent. Toute
I’opération est effectuée sous courant d’azote pour éviter I’oxydation des lipides. La solution
obtenue est limpide. Elle peut étre conservée 3 semaines au réfrigérateur.
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Tube d'essai

Solutiondes Etalement uniforme
lipides en solvent des lipides

Figure 1211. Technique de préparation de micelles : étalement sur les parois du tube a essai par
évaporation du solvant avec un courant d’azote.

Préparation de bicouches dans I’eau : la technique de dépdt comporte trois étapes
essentielles:

1- Incubation de la solution de micelles /DDM 0.114mg/ml sur le verre pendant 5 minutes en
présence d’ions Ca®" (CaCL,) a une concentration de 2mM. Les travaux de Hills [37] montrent
que ces ions Ca®" sont présents également dans les bicouches lipidiques in vivo ou leur role
serait de rigidifier la bicouche en formant des liaisons ioniques entre les parties négatives
(phosphates) des tétes lipidiques. D’autres travaux [73] montrent que la présence des ions,
comme Ca”", peut modifier les propriétés physico-chimiques des bicouches lipidiques: charge
électrique superficielle, perméabilité, etc.

2- Ringage lent avec I’eau ultra pure a un débit de 3ml/min pendant 90minutes afin d’éliminer
le détergent et les lipides qui n’ont pas accroché a la surface.

3- Apres cette étape de ringage, le surfactant est toutefois susceptible d’étre resté dans la
bicouche a I’état de traces. Ainsi, pour ¢éliminer toute trace de surfactant et avoir un dépdt
lipidique plus compact, une deuxiéme incubation est parfois nécessaire : ainsi aprés la
premiére incubation, nous rajoutons une solution de micelles dix fois moins concentrée
(0.0114mg/ml), toujours en présence du calcium 2mM. L’incubation dure 5 minutes puis nous
effectuons un ringage lent goutte a goutte pendant 90 minutes comme dans la premicre étape.

Les bicouches sont conservées a I’état hydraté pour qu’elles ne se transforment pas en
monocouches (aprés déshydratation) ou vésicules (apres réhydratation). Elles sont étudiées le
jour méme (AFM et fluorescence).

Bicouches de DOPC dans le Tris pH 7.2

La préparation des bicouches de DOPC dans le Tris par la méthode de co-adsorption de
micelles mixtes est similaire a celle des bicouches dans I’eau, sauf qu’a la fin du ringage,
I’eau est remplacée par le Tris/ HC1 (15mM, pH 7.2).
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Fusion des vésicules

Les vésicules unilamellaires (LUV) ont été préparées par la méthode d’extrusion des vésicules
[68]. Nous préparons une solution de 20 mg/ml de lipide dans un mélange de chloroforme et
d’éthanol (9:1, v/v). Nous rajoutons 1% (wt%) de lipides fluorescents (NBD-PC) a cette
solution afin de pouvoir vérifier par la suite la qualité et I’homogénéité du dépdt a grande
échelle. La solution est placée dans un ballon conique. Le solvant est évaporé avec rotation
continue sous flux d’azote. Les lipides se déposent alors sur les parois du ballon. Nous ringons
deux fois au chloroforme et un troisieme a 1’éther en évaporant a chaque fois, et ce pour avoir
un dépot uniforme circulaire sur les parois du ballon.

Les lipides sont maintenues toute la nuit sous vide afin d’éliminer toute trace de solvant
organique. Les lipides sont alors hydratés avec une solution tampon de Tris, HCl 15mM, pH
7.2, puis vortexés. Nous obtenons ainsi des MLV (multilamelar large vesicles) a une
concentration de 20mg/ml.

Préparation de vésicules unilamellaires

Pour obtenir des vésicules unilamellaires (LUV), les MLV sont transférées dans des tubes
Eppendorf, vortexées pendant 10 minutes, soumises a une congélation pendant Sminutes dans
un récipient contenant de I’azote liquide puis décongelées en chauffant pendant 10minutes a
37°C dans un bain marie. Toute la procédure est répétée six fois, et entre chaque cycle, les
LUV sont vortexées pendant une minute afin d’enlever une couche a chaque fois jusqu’a ce
que I’on obtienne une seule couche lipidique.

Les vésicules sont alors extrudées avec un miniextruder (Avanti Polar Lipids). Les
échantillons sont soumis a 19 passages successifs (a I’aide de deux seringues) a travers des
membranes en polycarbonates (Avanti Polar Lipids) de 0.4 et 0.2 pum de diamétre
respectivement afin d’obtenir des LUV les plus monodisperses possible. Les vésicules
unilamellaires (LUV) résultantes sont dix fois diluées dans le tampon Tris/ HCl 15mM, pH7.2
et conservées sous azote a 4°C.

Préparation de bicouches (éclatement des veésicules)

Le dépot des vésicules a été réalisé sur deux types de surfaces solides; le verre et le mica
selon la procédure suivante : Les surfaces sont incubées pendant 1h avec la solution de LUV
10 fois diluée, c'est-a-dire 0.2mg/ml, & laquelle 2mM de Ca’" (CaCl2) sont ajoutés pour
stimuler 1’éclatement et la fusion des vésicules sur la surface. Le surplus de lipides est éliminé
par rincage en remplagant le surnageant par la solution tampon Tris 15mM, pH 7.2. Les
bicouches sont conservées a ’état hydraté dans le Tris, & pH7.2 et utilisées le jour méme du
dépot.

Apres dépdt, nous vérifions de maniére systématique 1’homogénéité des bicouches supportées
par microscopie de fluorescence.
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13. Principes de la chromatographie

Le nom de chromatographie dérive du mot grec khroma qui signifie couleur, parce que le
premier scientifique a utiliser cette technique, le botaniste russe Tswett, sépara en 1903 les
pigments colorés d’une plante verte en filtrant un extrait de celle-ci sur une colonne de verre
remplie de craie (CaCOs) finement pulvérisée. Ce fut la premiére application de la
chromatographie d’adsorption sur colonne.

Tandis que l’on perfectionnait la méthode primitive de chromatographie d’adsorption,
d’autres chercheurs s’appliquaient a découvrir de nouveaux procédés chromatographiques
basés sur des principes physiques différents. L’avénement des méthodes modernes de
détection a également contribu¢ a 1’éclosion de plusieurs modes de chromatographie
différents. Actuellement, certains types de chromatographe permettent la détection de
quantités aussi infimes que des parties par billion (ppb) de composés. La découverte des
principaux modes de chromatographie apparait dans la liste suivante par ordre
chronologique :
- la chromatographie sur couche mince (CCM) (1938). (TLC : Thin Layer
Chromatography)
- la chromatographie sur papier (1944).
- la chromatographie en phase gazeuse (CPG) (1952). (GC : Gas Chromatography)
- la chromatographie sur gel (1959).
- la chromatographie liquide a haute pression (CLHP) (1967). (HPLC : High Pressure
Liquid Chromatography)

DEFINITION
La chromatographie est une technique de séparation des constituants d’un mélange, dans le
but d’identifier ou de doser certains constituants du mélange.

Quel que soit le genre de chromatographie effectué, la séparation des composés d’un mélange
est basée sur la distribution différente de ces composés entre une phase stationnaire et une
phase mobile. Les composés seront séparés uniquement si certains d’entre eux sont plus
fortement retenus par la phase stationnaire, pendant que les autres se déplacent plus
rapidement au sein de la phase mobile.

MODES DE CHROMATOGRAPHIE

Dépendant du systéme chromatographique utilisé, on distingue trois modes de
chromatographie : sur papier, sur couche mince, sur colonne (qui a cause de 1’appareillage
spécialisé, se subdivise en quatre catégories, soit la chromatographie dite traditionnelle sur
colonne, la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la chromatographie liquide a haute
pression (HPLC) et la chromatographie sur gel).
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Chromatographie sur couche mince
Bien que découverte en 1938, ce n’est qu’en 1958 que fut popularisée la chromatographie sur
couche mince, telle que nous la connaissons actuellement. Cette technique a rapidement

supplanté la chromatographie sur papier, car elle est plus rapide et est utilisée autant pour les
composés polaires que non polaires.

Les principales étapes d’une chromatographie sur couche mince sont (Fig. 122):
- Préparation de la plaque (activation par chauffage a 1’étuve)
- Déposition des échantillons inconnus et des standards
- Préparation de I’éluant et de la cuve
- Elution de la plaque
- Séchage de la plaque
- Révélation des taches (lampe U.V., iode ou réactifs chimiques spécifiques)

Cuve de CCM
Plaque de silice § 2cm
— | (— ¢
] .
S |
l\ // E” |
— E \
;’ 3 =] \
L e = \
Ligne de dépdt d'échantillon , < T ] s \| J_ L
(ligne de base) { [ TA B
solvan Standards
5em Vue en coupe Vue de face

Chromatogramme aprés séchaage etrévélation

Figure 122. Principe de la chromatographie sur couche mince

Chromatographie sur colonne

Alors que la chromatographie sur couche mince sert essentiellement a I’analyse qualitative, la
chromatographie sur colonne est utilisée non seulement pour identifier les composantes de
mélanges inconnus, mais également pour les doser, c’est-a-dire pour I’analyse quantitative.

Les genres de chromatographie sur colonne sont variés et dépendent de 1’appareillage utilisé.
Les deux principaux sont :

- la chromatographie en phase gazeuse (GC)

- la chromatographie liquide a haute pression (HPLC)

Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse est rapidement devenue 1’'une des meilleures méthodes
analytiques dans le domaine scientifique, autant en recherche que dans le domaine industriel
(industrie pharmaceutique, agriculture, environnement, etc.) Cette technique fut découverte en
1952 par James et Martin et a fait des progrés vertigineux, particuliérement grace a la
découverte des détecteurs ultrasensibles. Le seuil de détection de la chromatographie en phase
gazeuse, de 1’ordre des parties par billions, n’a pas encore été¢ égalé. C’est également le seul
type de chromatographie qui utilise un gaz comme phase mobile, ce qui nécessite un appareil
spécial, appelé communément le chromatographe a gaz.
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Dépendant de la phase stationnaire, il est possible d’exploiter les phénomenes d’adsorption ou
de partition en chromatographie en phase gazeuse.

Principe de la GC : Le mélange de composés est introduit a I’aide d’une seringue de fagon a
ce qu’il entre dans la colonne sous forme vapeur. La phase mobile est un gaz chimiquement
inerte, appelé gaz vecteur. Celui-ci entraine avec lui le mélange de composés a travers la
colonne qui contient une phase stationnaire. Les composés du mélange traversent la colonne a
des vitesses différentes. Lorsqu’ils arrivent a la sortie de la colonne, ils sont détectés par un
détecteur qui transmet un signal électrique a un enregistreur. Les résultats apparaissent sur le
chromatogramme sous forme de pics. Quel que soit le chromatographe a gaz, on retrouve
toujours les principales composantes indiquées dans la figure 123.

Echantillor_ﬁ

Injecteur

Four
l r—

Colonne de

séparation l
s &% @ H T |

Détécteur

Flux du gas Svsteme d st .
(baisse d’affinité des composants a la phase ysteme d enregistrement:

stationnaire ( chromatogrammes )

Figure 123. Principe de la chromatographie en phase gazeuse

Quant aux substances a trés faible volatilité, on utilise la technique de formation de dérivés,
qui consiste a transformer le composé en un dérivé chimique dont la volatilité est plus grande.
Pour le cas des phospholipides, la transformation des acides gras composants leurs « queux »
en leurs esters méthylés en est un exemple classique :

cat
R-COOH+CH;—OH —— R-COO-CHs;
Acides gras Esters méthylés
(peu volatils) (trés volatils)

Ainsi, la GC est appliqué sur des dérivés méthylés des acides gras™ qui forment les chaines
acyle des PLs. Sur le chromatogramme les acides gras sortent d’autant plus lentement :

- qu’ils sont longs ;

- qu’ils ont de doubles liaisons (voir schéma dans la fig. 124)

*
Les esters méthyliques d’AG sont obtenus par méthylation a 1’aide du méthanol ; ils ont un point de fusion plus petit que les AG donc

seront plus volatils.
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solvant
C16:0

C18:0

ci8:2
C4:0 C20:1
C10:0

Cl4:0
C12:0

ci16:1 Coz1

C20:0 ternps de
rétention

T T T T min)

C12:1 (1401

—|a— injection

] 10 20 30 40
Figure 124. Exemple type de chromatogramme d’AG de PLs obtenue par chromatographie en

phase gazeuse

Chromatographie liquide a haute pression (HPLC)

Mise au point vers 1967 par Huker et Hulsman, la chromatographie liquide a haute pression a
rapidement fait une concurrence presque déloyale a la chromatographie en phase gazeuse. En
effet, alors que la chromatographie en phase gazeuse ne s’applique qu’aux composés volatils,
la chromatographie liquide a haute pression n’est pas limitée par cette contrainte et peut

séparer pratiquement tous les mélanges, peu importe la volatilité des composés.

Comme pour la chromatographie en phase gazeuse, la chromatographie liquide a haute
pression s’effectue avec un appareil commercial, dont les principales composantes sont
vendues en modules séparés (Fig. 125).

Injecteur pour

. I'echantillon
Mélangeur des solvants

Pompe & haute pression

Systeme d'enregistrement
chromatogrammes
Fompe de vide
Degazeurs

Detecteur UV

Reservoirs a .
solvants

Dechets

Colanne de
séparation

Figure 125. Principe de la chromatographie liquide a haute pression

L’appareil se compose principalement de :

une pompe haute pression qui assure la propulsion de la phase liquide dans le systéme.
un dispositif d’injection permettant d’injecter un faible volume (10-20 pL)

une colonne renfermant la phase stationnaire (solide poreux sur lequel sont greffées les
molécules actives qui dépendent du procédé choisi).

un détecteur qui analyse en continu le flux sortant de la colonne (spectrophotometre le
plus souvent).

un dispositif d’enregistrement et de traitement des données (enregistreur, intégrateur,
ordinateur)
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- un collecteur de fractions qui peut permettre, au besoin, de recueillir séparément les
substances.

Cette technique se caractérise par ['utilisation de trés petites quantités d’échantillon,
I’utilisation de détecteurs extrémement sensibles, des analyses rapides et une résolution
élevée.

Le dispositif d’analyse et de traitement des données permet d’identifier et de quantifier les
différentes substances séparées. Dans des conditions correctes (pics fins en particulier) (Fig.
126), la concentration des substances est proportionnelle a la surface des pics obtenus.

Une substance peut étre caractérisée par son temps de rétention tr qui est le délai entre
I’injection et le maximum du pic considéré.

\ﬁ\

A pic trop largs

AT .
ﬁ;}y—, k__JI lllk,__} \—Jll ligne de base

e — | [

1mps de rtenson

Figure 126. Exemple d’enregistrement obtenu pour une HPLC

La surface du pic est proportionnelle a la quantité de substance séparée. L’aire des pics peut
étre déterminée manuellement, mais actuellement tous les chromatographe pour HPLC sont
dotés d’un intégrateur électronique qui réalise cette détermination de fagon plus ou moins
automatique.

Cette technique d’analyse et actuellement trés utilisée car elle s’adapte a un trés grand nombre

de domaines du laboratoire : analyse alimentaire, recherche de toxiques, controles de pureté,
etc.
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14. Protocoles d’analyse lipidomique

A. Quantification de différentes classes de phospholipides (PLs) & de la
composition en acides gras (AG) de leurs chaines acyle.

Etapes :
e Extraction/séparation des classes de phospholipides (2 CCM successives) : PC,
PE, PI, PS, Sph, Ag-OH, diOH
e Analyse des espéces moléculaires (GC, HPLC)

Séparation des composants par CCM (chromatographie sur couche mince), qui
utilise la migration différentielle des composants a 1’aide de: la phase stationnaire
(gel de silice) : établit des liaisons +/- fortes avec les molécules a séparer et la phase
mobile (eéluant) : migre par capillarité et sépare les molécules liées a la phase
stationnaire. On a donc la plaque de silice sur laquelle on fait le dépot d’échantillon et
les standards (substances pures des produits supposés exister dans 1’échantillon).

La plaque est ensuite mise dans une cuve de CCM contenant I’¢éluant qui migre sur la
plaque. Ainsi, aprés le séchage et la révélation sur la plaque on peut distinguer la
migration des composants constituant 1’échantillon initial, par rapport a la position des
standards, sachant que les composants séparés migrent a différentes vitesses; plus
une molécule est soluble dans I’éluant plus elle est entrainée rapidement et migrera
en haut de la plaque.

Materiels
1. appareils
a. centrifugeuse
b. systéme d’évaporation sous azote
c. Systeme de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC Hewlett Packard Séries 6890, colonne capillaire silice HP-5MS 30m x
0.25mm, gaz vecteur — hélium 0.5bar ; MS quadripolaire Hewlett Packard Séries
5973, gaz réactant — méthane, systeme informatique pour pilotage acquisition et
traitement de données)

d. réactifs
0 plaque de chromatographie sur couche mince (CCM) — silica gel 60 (Merck,
200x200x0.25 mm)
0 boron trifluoride-methanol solution 14% in methanol (BF3, B1252 — 100ml, Sigma)
0 n-dodecyl B-D-maltoside (DDM, D5172-250mg, Sigma)
0 standard PE (Sigma)
0 standards internes PC (850360C — 200mg, Avanti Polar Lipids), PE (P8664 — 100mg,

Sigma), PS (840028C — 10mg, Avanti Polar Lipids)
O deferoxamine (D9533-1g, Sigma)
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Extraction lipidique

Les lipides sont extraits a I’aide d’'un mélange éthanol/chloroforme (3/6, v/v) contenant du
BHT 4 la concentration finale de 5.10° M, en milieu acide (pH = 3) (a I’aide d’acide acétique
glaciale). On utilise comme standard interne 100ul PC (10mg/ml) et 50pl PE (1mg/ml)
ajoutés dans chaque tube.

Apres fermeture sous azote, vortex et centrifugation (5 min, 25°C, 1800torr/min) le mélange
se sépare en deux phases. La phase aqueuse est récupérée et transférée dans un autre tube,
ensuite évaporée sous jet d’azote; une deuxiéme extraction est effectuée et les phases
organiques obtenues sont réunies puis évaporées a sec et conservées sous azote a -20°C.

On ajoute a nouveau 3ml éthanol et 6 ml de chloroforme et 1’échantillon est de nouveau
centrifugé et ensuite le surnageant (la phase supérieure) est récupéré et la phase restante est
ré-extraite 2 fois comme décrit précédemment.

Séparation par CCM (en phospholipides totaux, AgOH et diOH)

Les extraits lipidiques (évaporées a sec sous azote) sont repris dans un faible volume (250ul)
du mélange méthanol/chloroforme (1/2, v/v) pour étre déposées sur une plaque de silice de
chromatographie en couche mince (CCM). Les standards de migration sont déposés
simultanément a raison de 10ul LTB4 et 8 ul 9-HODE. La séparation des lipides est effectuée
par migration dans le systétme de solvants n-hexane/diethiléther/acide acétique glaciale
(25:75:1, v/v/v). Apres la séparation, et le séchage des plaques, la révélation des standards de
migration se fait par vaporisation de phosphomolibdate puis chauffage a 50°C. La zone de
silice correspondant au dépdt est située a la méme hauteur que le standard de migration plus 1
cm au dessus et au dessous (Fig. 127). Les bandes de silice correspondant aux phospholipides
totaux et aux AgOH et diOH sont grattées et récupérées dans des tubes en verre a vis. La
silice est réhydratée par un mélange de 2 ml méthanol/chloroforme (2/1, v/v) et ensuite 2 fois
avec 2 ml chloroforme, pour les phospholipides totaux et 2 fois avec 3 ml méthanol pour les
AgOH et diOH afin d’extraire ces composants de la silice. Les échantillons sont ensuite
centrifugés (Smin, 25°C, 1800torr/min). La phase supérieure est récupérée pour préparer la
séparation CCM des phospholipides totaux et de 1’autre coté pour préparer les échantillons
pour HPLC (identification des marqueurs de 1’oxydation des lipides). Les phases d’intérét
sont rassemblées et évaporées a sec sous azote.
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Figure 127. Schéma de la séparation CCM des phospholipides totaux et des acides gras mono- et di-
hydroxylés contenu dans le FS
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Séparation par CCM des phospholipides totaux

Les extraits de phospholipides totaux (évaporées a sec sous azote) sont reprises dans un faible
volume (400ul) du mélange méthanol/chloroforme (1/2, v/v) pour étre déposées sur une
plaque de silice de chromatographie en couche mince (CCM). Les standards de migration sont
déposés simultanément a raison de 30ul PE (Img/ml) et 3ul PC (10mg/ml), 10ul PS
(1mg/ml).

Pour la séparation des lipides on a utilis¢ deux protocoles (Fig. 128 A et B) :

1. le systetme de solvants chloroforme/méthanol/méthyle amine aqueuse 40% (61:19:5,
v/v/v). Apres la séparation, et séchage des plaques, la révélation des standards de
migration se fait par vaporisation de dichlorofluoresceine, puis repos 5 min et puis
visualisation en UV.

2. laplaque de CCM est imprégnée d’une solution d’acide borique a 0.8%, préparée dans
un mélange eau/Et-OH (1 :1,v/v) ; aprés séchage 15 min, la plaque est « activée »
a100°C pendant 1h. Pour la séparation CCM des phospholipides on utilise un mélange
de chloroforme/méthanol/eau/ammoniac 28% (60:37.5:4:1, v/v/v/v). La révélation des
standards de migration se fait par vaporisation de dichlorofluoresceine, 0.03% puis
repos 5 min et visualisation avec lampe UV.

La zone de silice correspondant au dépot est située a la méme hauteur que le standard de
migration plus 1 cm au dessus et au dessous. Les bandes de silice correspondant aux
phospholipides d’intérét sont grattées et récupérées dans des tubes en verre a vis.

‘TLC 61:19:5
[ Chlomphomaethand methylansne
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PE.PC
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Figure 128. Séparation des classes de PLT contenus dans les échantillons de FS avec de protocoles de
séparation CCM différentes (PE, PC, PI, PS, Sph = standards internes ; M : mélange analys¢)
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Trans-méthylation et quantification des AG par GC

Les acides gras des queues des PLs séparés par CCM sont transméthylés en présence de 750ul
mélange toluéne:méthanol (2/3, v/v), 750 ul BF3 14%, apres fermeture des tubes d’essais sous
azote, a 100°C dans une cuve thermostatique pendant 90 min. La réaction est arrétée en
plongeant les tubes dans de la glace et en ajoutant a la solution 1.5 ml de carbonate de
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potassium (K>COs) 10% afin de neutraliser le milieu. Les esters méthyliques d’acides gras
ainsi obtenus sont extraits par 2 ml isooctane pestipure ensuite on referme les tubes sous
azote. On applique une centrifugation (Smin, 1800torr/min) et on obtient une séparation tri-
phasique : la phase organique supérieure et récupérée dans des tubes en verre puis on fait une
évaporation a sec du solvant sous jet d’azote.

Les extraits ainsi obtenus sont repris dans un volume d’isooctane puis quantifiés en analyse
automatique par chromatographie gazeuse (GC). Les esters méthyliques des acides gras sont
volatils et peuvent étre séparés par GC : la séparation par GC se fait en fonction de la nature
des chaines hydrocarbonées qui forment les acides gras des « queues » des phospholipides.

Le lendemain on récupere le fichier informatique avec les résultats et a 1’aide des tableaux de
calculs (http://www.cvberlipid.org/fattyt/fatt0003.htm) on fait le calcul et on détermine la
composition en acide gras des phospholipides analysés.
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B. Séparation et quantification des classes de phospholipides en fonction de
type de « téte » par une CCM 2D*

I-1- Extraction du matériel lipidique

Tous les solvants utilisés dans la partie « analyse biochimique » sont de qualité analytique et
proviennent de chez SDS (Peypin, France) ou de chez Carlo Erba (Milan, Italie).

Afin d’extraire les lipides totaux du fluide synovial nous avons utilis¢ la méthode mis au point
par Folch et al.’ . Elle est réalisée en présence du réactif « Folch 2/1 » (un mélange de
chloroforme/méthanol (2:1, v/v)). Ce mélange permet l'extraction homogene, a température
du laboratoire, de la plupart des composés lipidiques présents dans le FS.

Les échantillons sont broyés dans 40 ml chloroforme/éthanol (2:1, v/v) avec un broyeur type
Polytron équipé d'un barreau Inox (modele PT OD 10). Le barreau est rincé entre chaque
opération par 10 ml de chloroforme/méthanol (2:1, v/v), ajoutés ensuite au broyat précédent.

Aprés on met les échantillons a 4°C pendant 24h pour assurer une bonne extraction du
matériel lipidique ; les échantillons sont ensuite filtrés sur papier filtre sans cendre avec
ringage du culot par 10 ml de chloroforme/méthanol (2:1, v/v).

I-2 - Purification de I'extrait lipidique:
Les contaminants hydrosolubles non lipidiques éventuellement entrainés avec le
chloroforme/méthanol (2:1, v/v) sont éliminés par 2 lavages successifs avec une phase

aqueuse :

Premicre purification: réalisée par addition d'une solution aqueuse de KCl a 0,25% (m/v), a

raison de 1/4 du volume total de filtrat. Apres agitation, deux phases distinctes se forment :
- une phase inférieure, chloroformique, contenant les lipides ;
- une phase supérieure contenant l'eau, le méthanol et les contaminants hydrosolubles.
Cette dernicre est ¢liminée par aspiration a la trompe a vide.

Deuxieme purification: Les proportions du Folch (2:1, v/v) sont d'abord restaurées par
addition de méthanol absolu (1/3 du volume de Folch initial) a la phase chloroformique
restante. Le second lavage est alors effectué avec de l'eau déionisée, dans les mémes
proportions que le premier, la phase supérieure étant éliminée apres agitation.

I-3- Détermination du poids de lipides totaux:

La phase lipidique lavée est transférée dans des ballons de 250 ml préalablement tarés et les
solvants ¢liminés (Evaporation au Rotavapor Buchi a 60°C, sous vide d'eau obtenu par

* Bodennec J et al, A procedure for fractionation of sphingolipid classes by solid-phase extraction on
aminopropyl cartridgers, Journal of lidid research, 41, 2000, 1524-1531.
" Folch et al., J Biol Chem 1957, 226, 497
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trompe laminaire). Une deuxiéme ¢&vaporation avec 10 ml d'éthanol absolu permet
I'élimination de 1'eau résiduelle par formation d'un azéotrope éthanol-eau.

La déshydratation est achevée a température ambiante sous vide plus poussé (produit par une
cloche a vide !). La quantité totale des lipides purifiés est finalement déterminée par pesée,
apres équilibrage thermique.

Les lipides sont ensuite suspendus dans un volume déterminé de benzéne/méthanol (1:1, v/v)
afin d’assurer leur conservation au congélateur. Ce solvant permet une bonne conservation
des lipides pendant de longues périodes. La manipulation est effectuée sous hotte compte tenu
de la toxicité propre au benzeéne.

I1- Chromatographie couche mince en deux dimensions (CCM 2D) :
Les plaques de chromatographie sur couche mince (CCM) en gel de silice G60 sans indicateur

de fluorescence proviennent de chez Merck (Darmstadt, Allemagne). Les différents PLs sont
séparés par CCM 2D’ (Fig. 129):
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Figure 129. Plaque de CCM 2D permettant la séparation de diverses classes de lipides dans
I’échantillon analysé [Bodennec et al, 2000]

Pour cela, un aliquote de lipides totaux, correspondant a 15ug de phosphore lipidique (Py;p) est
déposé sur une plaque de CCM en gel de silice dans le coin inférieur gauche de la plaque a
environ 1,5cm du bord (point « O », origine, sur la figure 135). Une premiere migration est
faite dans de 1’éther diisopropylique jusqu’a fond de plaque afin de séparer les lipides neutres
(triglycérides, stérols, esters de stérols) des lipides polaires (phospholipides, glycolipides ...).
Puis, la plaque est séchée et une deuxieme migration est effectuée perpendiculairement au
premier solvant dans un autre systéme de solvant (tétrahydrofurane/acétone/méthanol/eau
50:20:40:6, v/v/v/v). Apres séchage, une troisiéme migration est réalisée dans du
chloroforme/acétone/méthanol/acide acétique/eau (50:20:10:15:5, v/v/v/v/v).

* selon Bodennec et al, 2000
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Apres cette derniére migration, la plaque est séchée et révélée par pulvérisation de réactif de
Dittmer et Lester’ qui permet de visualiser I’ensemble des phospholipides (Fig. 130).
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Figure 130. Séparation des classes de PLs par CCM 2D [C] Matei, PFE 2009]
I11- Dosage du phosphore lipidique total et des différents phospholipides

Cette méthode, mise au point par Fisk et Subbarow (1925), a été modifiée par Brichon et al.
(1984). Elle comprend deux étapes comme décrit ci-dessous :

- lalibération du phosphore lié¢ aux lipides, par minéralisation acide.
- le dosage proprement dit du phosphore minéral.

Min¢éralisation :
Le phosphore lipidique est libéré par chauffage en présence de 0,25 ml du mélange suivant
- Acide sulfurique: 2 vol

- Acide Perchlorique: 1 vol
- Tétroxyde de vanadium (catalyseur): 1g/l de mélange

L'opération est effectuée sous hotte, par chauffage pendant environ 20 secondes sur bec
Bunsen, jusqu'a I’apparition de fumées blanches abondantes. La méme procédure est réalisée
pour la gamme étalon contenant 0; 1,5; 3; 6 et 9 ug de phosphore (solution standard de
phosphate monopotassique a 6pg de P/50ul).

Dosage du phosphore:

I1 est effectué sur les échantillons minéralisés par ajout de 5 ml de réactif ANSA dans chaque
tube. Ce réactif est composé de :

- Me¢élange ANSA : (0,63 g),

- Heptamolybdate d'ammonium : (0,2 g)

- H,O:100 ml.

* Dittmer and Lester, 1964
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Le mélange ANSA est quand a lui obtenu en homogénéisant a 1’aide d’un mortier:
- 60 g de métabisulfite de sodium.
- 2 g de sulfite de sodium.
- 1 g d'acide amino naphtol sulfonique.

Sous forme de poudre, il se conserve plusieurs semaines au sec et a I'abri de la lumiére. Apres
addition de la solution et agitation au vortex, la réaction colorée se développe apres 8 min de
chauffage a 100°C au bain marie. L'intensité de la coloration (bleu de molybdéne) est
mesurée au spectrophotometre a 830 nm, soit directement sur les échantillons de lipides
totaux, soit apres élimination du gel par centrifugation (phospholipides séparés par CCM).

IV- Expression des résultats
Les teneurs en phosphore lipidique (Py;;) sont données en pg de Pji, pour 100 mg de protéines.

Elles serviront pour le calcul des quantités de phospholipides totaux (PLT) en utilisant la
relation:

PLT= phosphore lipidique total * 27

Les profils de répartition des phospholipides correspondent aux proportions relatives des
divers phosphatides d'un échantillon, en % du phosphore lipidique total déposé. Les valeurs
sont obtenues en rapportant les Densités Optiques (DO) individuelles corrigées de chaque
phospholipide a la somme des DO totales corrigées. Les DO corrigées (DOc) pour chaque
phospholipide sont obtenues selon la formule:

DOc = DO lue — [DO blanc *(surface de la tache/surface blanc gel)]
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15. Principe de fonctionnement des AFM

Le principe du microscope a force atomique (AFM) (Fig. 131) est basé sur l'interaction avec
une surface d'une pointe sonde, idéalement atomique, fixée a un microlevier flexible de
raideur k, ou cantilever. La pointe balaye la surface, et les forces d'interaction,
proportionnelles a la déflexion, sont suivies par un systeme de détection de la déflexion du
microlevier. Un asservissement permet d'¢loigner ou de rapprocher la surface de la pointe
pour contrdler la force exercée par la pointe sur l'échantillon, et donc d'imaginer la
topographie de la surface: il est possible de fonctionner avec des forces répulsives (contact)
ou attractives (non-contact).

L’échantillon étudié est monté sur un tube piézo-¢lectrique qui permet des déplacements dans
les trois directions de 1’espace. Lorsque la pointe est approchée de la surface, une force de
quelques nanonewtons est exercée sur elle, ce qui entraine une déflexion du levier. La
détection des déflexions du levier est assurée par un systéme optique grace aux déplacements
d’un faisceau laser. Il est focalisé a I’extrémité du levier sur sa face supérieure puis est
réfléchi via un miroir vers un systéme de détection optique constitué de photodiodes a quatre
cadrans. Chaque cadran délivre une tension proportionnelle a sa surface éclairée ; on peut
ainsi suivre les mouvements verticaux et horizontaux du faisceau laser associés
respectivement aux déflexions et torsions du levier. Ce systéme permet d'obtenir une
résolution verticale inférieure a 1 A.

Laser
\ Miroir

Photodiode

4{

Boucle d'asservissement

]

Image topographique

Figure 1312. Dispositif et principe de fonctionnement du microscope a force atomique

Echantillon

rd
Tube g
piézoelectrique

Imagerie AEM — le principe

Dans le mode de base d’imagerie a force constante (appelé mode contact), la force appliquée
par la pointe sur la surface de 1’échantillon est maintenue constante par des déplacements en z
de la céramique piézo-¢électrique. La céramique déplace aussi 1’échantillon ou la pointe dans
le plan (x,y). En AFM le signal de mesure est la position du faisceau laser réfléchi par le
levier dans une photodiode a quatre quadrants. Toute déflexion verticale du levier se traduit
par une variation de D’aire illuminée des quadrants du haut et du bas. La différence
d’éclairement entre ces quadrants se traduit par une différence de courant (quelques nA)
convertie en tension. Pour faire une image, la pointe balaie la surface a force constante
(déflexion constante). Une boucle d’asservissement (boucle de contre-réaction électronique)
maintient cette force constante en mode contact en commandant le déplacement en z de

199



These M. Corneci, 2012

I’échantillon par la céramique piézo-¢électrique. La mesure de ce déplacement selon z permet
de retranscrire la topographie de I’échantillon.

En résumé, on obtient par AFM une image iso-force de la surface, qui permet de remonter a la
topographie de la surface.

Courbes force-distance — principe

Ce mode consiste a construire une courbe d’approche-retrait (appelée aussi courbe de force)
de la pointe par rapport a la surface. Le principe de la mesure de force AFM consiste a
mesurer la déflexion du levier de I’AFM en fonction du déplacement de la céramique piézo-
¢lectrique. La boucle d’asservissement qui maintient constante la position du levier est

coupée. La pointe ne balaie plus la surface de 1’échantillon, elle sonde la surface en un point
(x,y) grace au déplacement en z de la céramique piézo-¢€lectrique. Le systeéme d’acquisition du
signal peut ainsi tracer les variations du signal en fonction de la distance entre la pointe et
I’échantillon (Fig. 132).

Interprétation de la courbe force-distance : En partant d’une position éloignée de
I’échantillon (1), la surface est progressivement rapprochée de la pointe. Entre les points 1 et
2, aucune déviation du levier n’est observée, car il n’y a aucune force d’interaction entre la
pointe et 1’échantillon.

du levier (nm)

Déflexion

Distasce pointe-échastillon {sm)

Figure 132. Courbe force-distance.

Lorsque la pointe s’approche de la surface, les forces de Van Der Waals, agissent a longue
portée, le levier commence a fléchir (2) ; il se produit une instabilité. En effet, a ce moment, le
gradient de la force attractive devient supérieur a la constante de rappel du microlevier et
celui-ci est attiré brusquement a la surface de 1’échantillon. Les conditions expérimentales
vont varier la distance a laquelle intervient cette instabilité¢ (la hauteur de cette déviation est
proportionnelle a la force attractive). Le point (3) correspond a la force attractive maximale.
Si la pointe continue a pénétrer dans le matériau, le sens de la déviation du levier s’inverse,
les forces répulsives croissent jusqu’au point (4) ou elles compensent exactement les forces
attractives : le microlevier est au repos comme en (1). Au-dela, I’interaction répulsive domine
et le microlevier change de courbure ; la déviation augmente linéairement.

A partir du point (5), le mouvement de I’échantillon est inversé ; 1’échantillon continue a

s’¢loigner, et la pointe reste au contact de la surface grace aux forces d’adhésion (Fagn)
jusqu’au point (6) ou il se produit une seconde instabilité¢ : la force élastique du levier
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I’emporte sur la force d’adhésion, ce qui ramene le microlevier au repos. La différence entre
les points (6) et (7) donne une mesure des interactions a longue distance et permet, si on
connait la raideur du levier, de calculer la force d’adhésion maximale entre la sonde et la
surface.

Les courbes force-distance ont été initialement surtout utilisées pour la mesure des forces

d’adhésion puis ont rapidement été détournées pour étre utilisées a I’indentation des surfaces
grace a la maitrise des forces appliquées entre la pointe et la surface.
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16. Principe de la Microscopie de Fluorescence

La fluorescence est la propriété que possedent certains corps d'émettre de la lumicre apres
avoir absorbé des photons de plus haute énergie. La microscopie de fluorescence repose sur la
formation d'une image par détection de cette lumicre émise. Le principe de la microscopie de
fluorescence est schématisé sur la figure 133.

La source de lumiére de ce microscope est une lampe a vapeur de mercure qui émet une
lumiére ayant toute les longueurs d’onde du visible. Le diaphragme de champ d’ouverture
nous aide a réaliser la mise au point du microscope et a focaliser le faisceau sur la surface
d’un objet transparent (par exemple : surface de verre).

Dans les études effectuées, on a utilis€ un microscope optique droit (Leica, DMLM) équipé
d’une lampe a mercure, d’un objectif de grossissement commercial 20 (Leica PL Fluotar) et
d’une caméra C.C.D refroidie (Leica DC 350F). Les observations ont eu lieu a température
ambiante. Pour les visualisations on introduit deux filtres et un miroir dichroique dans le «
cube de fluorescence » (entour¢ sur la fig. 133).

La caméra de fluorescence enregistre les images issues du microscope en transformant les
intensités de fluorescence en chaque pixel en nuances de gris : les zones plus claires
correspondant a des détails plus fluorescents par rapport aux zones sombres qui ont moins de
fluorescence. Il est important pour comparer les images prises avec le méme objectif de
garder toujours constants les parametres principaux de la caméra qui sont le temps
d’exposition, le gain, le minimum et le maximum de 1’échelle enregistrée des niveaux de gris.

E 5 E miroir dichroique
%‘ objet

Figure 133. Principe de fonctionnement du microscope de fluorescence.
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17. Principe de la technique de FRAPP

Le temps de retour de la fluorescence apres photo blanchiment’ peut étre mesuré dans tout
systeme optiquement transparent. Nous avons optimisé notre montage pour pouvoir effectuer
des mesures dans des systemes a 2D dont la dimension qui correspond au trajet optique est de
quelques nanométres.

On entend par photo blanchiment I’ensemble des processus par lesquels une molécule perd sa
faculté d’émettre de la fluorescence a la suite d’une (forte) excitation lumineuse. Lors du
processus de fluorescence, la molécule absorbe un photon, passant d’un état électronique
fondamental (énergie la plus basse) a un état électronique excité (d’une énergie plus haute que
celle de 1’¢état initial d’un quantum /v). Elle peut alors se désexciter spontanément et retourner
a son état fondamental en émettant un autre photon d’une énergie plus faible. Cependant, elle
peut suivre d’autres voies de désexcitation, radiatives ou non, dont certaines peuvent conduire
vers des états ou la molécule quitte le cycle excitation-émission de fluorescence. C’est le
processus de photoblanchiment, ou photodestruction (photobleaching en anglais). La variété
des événements possibles au sein de la structure €lectronique d’une molécule explique que, de
facon générale, on ne connaisse pas les processus conduisant au photoblanchiment. Dans le
cas du NBD, le photoblanchiment est irréversible dans 1’échelle de temps de nos mesures. Ce
phénomene photochimique intervient lorsque les molécules sont soumises a une forte intensité
d’éclairage et augmente avec la durée de I’exposition. Le photoblanchiment produit une zone
dont la fluorescence est quasiment nulle. C’est cette propriété qui est mise a profit dans la
technique de FRAP.

Dispositif expérimental

La technique de FRAP (Fig. 134) est utilisée depuis 1976 pour la mesure de la mobilité de
molécules fluorescentes a 1’échelle microscopique. Sa version basique (FRAP « en spot »)
utilise un simple faisceau laser. Elle consiste & illuminer fortement une région de
I’échantillon de fagon a photoblanchir les molécules fluorescentes situées dans cette région
puis a observer, avec une puissance d’excitation beaucoup plus faible, 1’évolution de la
fluorescence en fonction du temps. Si les molécules sont mobiles, celles qui sont restées hors
de la zone d’exposition vont diffuser dans la zone blanchie et vice-versa, ce qui va conduire a
un recouvrement de la fluorescence dans la région observée. La cinétique et la forme de la
courbe de retour de fluorescence permettent alors de déterminer, avec un modele théorique

adéquat, le coefficient de diffusion des marqueurs dans 1’échantillon.

Le systeme qui a été utilisé est un systtme de FRAPP en franges (Fluorescence Recovery
After Patterned Photobleaching), plus optimisé que les FRAP classiques. Il permet d’utiliser
des densités de marqueurs fluorescents beaucoup plus faibles et de quantifier plus facilement

*Scomparin Carole, Dynamique des bicouches lipidiques supportées, Thése de doctorat, Université de la méditerranée, décembre 2007, p. 95.

* D. Axelrod, D.E. Koppel, J. Schlessinger, E. Elson, W.W. Webb. Mobility measurement by analysis of fluorescence photobleaching recovery kinetics.
Biophysical Journal 1976, 16, 1055-1069.

+J. Davoust, P.F. Devaux, L. Leger. Fringe pattern photobleaching, a new method for the measurement of transport coefficients of biological macromolecules.
The EMBO Journal 1982, 1, 1233-1238.
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les fractions mobiles et immobiles a 1’aide d’un systéme de modulation en fréquence. Grace a
ces franges et a la modulation on détecte un seul mode, ce qui permet d’étudier la dépendance
du temps de recouvrement avec le vecteur d’onde (Fig. 135).
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Figure 134. Schéma du dispositif de FRAP
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Figure 135. Principe du retour de fluorescence aprés photoblanchiment et courbe de remontée de

fluorescence
Remarques sur les limitations de la technique :

- 1l faut éviter le photoblanchiment des molécules pendant la mesure qui risquerait de
modifier la courbe de retour de fluorescence et de masquer certains phénomenes. Si au
cours de la lecture les fluorophores sont dégradés, on obtiendra des temps de diffusion
plus courts.

- le temps de photoblanchiment doit étre court par rapport au temps caractéristique de
diffusion des fluorophores.

- la région photoblanchie doit étre petite par rapport a la taille de I’échantillon si 1’on veut
¢viter les « effets de bords ».

Des substrats propres (nettoyage en milieu basique), des phospholipides purs (pas de pollution
par des substances dissoutes), des bicouches de bonne qualité (balance de Langmuir-Blodgett)
et un montage de FRAPP optimisé constituent un préalable a la réalisation de mesures fiables
et reproductibles.
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