UNIVERSITE DE REIMS CHAMPAGNE -ARDENNE
UFR Sciences Exactes et Naturelles

THESE

PRESENTEE POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE REIMS CHAMPAGNE-ARDENNE
En SCIENCES, SPECIALITE : MECANIQUE ET MATERIAUX
Par
Abdelilah BENMAROUANE

Sujet

Caractérisation de la régénération osseuse apres
implantation par diffraction de neutrons et de
rayonnement synchrotron

Soutenue le 6 octobre 2005 devant le jury :

MM.
D. CHATEIGNER, Professeur, Université de Caen Rapporteur
J. LU, Professeur, Université de Technologie de Troyes Rapporteur
C.H. de NOVION, Docteur, Laboratoire Léon Brillouin, Saclay Président
A. LODINI, Professeur, Université de Reims Directeur de these
T. HANSEN, Docteur, Institut Laue Langevin, Grenoble Examinateur
P. MILLET, Professeur, Université de Reims Examinateur

R. TAIAR, Maitre de conférences, Université de Reims Examinateur



Remerciements

REMERCIEMENTS

Ce travail a été effectué au sein du Laboratoire d’Analyse des contraintes
Mécaniques (LACM) de I'université de Reims Champagne-Ardenne en collaboration avec

I’ Institut Max von Laue-Paul Langevin (ILL) a Grenoble.

Je tiens a remercier Monsieur Christian VETTIER, directeur de la division science,
et Alan HEWAT, Chef du groupe diffraction, de m’avoir accueilli au sein de I’'ILL pendant 3

ans.

J’exprime ma plus grande reconnaissance envers mon directeur de these Monsieur le
Professeur Alain LODINI, directeur du laboratoire LACM, pour m'avoir proposé ce sujet de
recherche, et pour tout son dynamisme et ses compétences scientifiques qui m'ont permis de

mener a bien cette €tude.

Je remercie Monsieur Thomas HANSEN, responsable de I'instrument D20 a I'ILL,

pour le soutien et les précieux conseils qui m'a apporté durant tout mon séjour a I'ILL.

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a Monsieur le Professeur Daniel
CHATEIGNER d'avoir accepté d'étre rapporteur de ma these ainsi que pour ses commentaires
sur mon mémoire, je lui exprime ma profonde gratitude pour ses jugements tres pertinents sur

mon manuscrit, tant sur le fond que sur la forme.

Je tiens également a remercier Monsieur le Professeur Jian LU, d'avoir accepté

d’étre rapporteur de ma theése ainsi pour ses commentaires.

Je remercie sincérement Monsieur Charles DE NOVION de m'avoir fait 'honneur

d'accepter d'étre président de mon jury et examinateur de ma these.

Je tiens a exprimer ma plus profonde reconnaissance a Monsieur le Professeur Pierre
MILLET mais aussi pour la relecture minutieuse de mon manuscrit, son soutien, son aide

scientifique, ses nombreux et justes conseils.

Un grand merci a Monsieur Rheda TAIAR d’avoir participé dans ce travail et pour

sa compétence dans le domaine de biomécanique.



Remerciements

J'exprime toute mon amitié a tout le personnel de I'ILL et je remercie tout
particuliecrement Monsieur Jaques TORREGROSSA, technicien de I’instrument D20, pour
l'aide apportée durant toutes mes expériences sur D20, aussi pour la préparation des portes-

échantillons.

Mes plus chaleureux remerciements s’adressent a mes amis de I’ESRF Guillaume
GEANDIER, post-doc sur I’instrument ID15B, et Diane EICHERT, post-doc sur ID21, qui

ont participé activement a la partie expérimentale effectuée a I’ESRF.

je tiens a exprimer ma plus profonde reconnaissance a Monsieur Thilo PIRLING,
responsable de I’instrument D1A, pour ses remarques pertinentes, ainsi pour la participation
active aux expériences effectuées sur les instruments D1A et IN12 a I'ILL.

Merci aussi a tous mes collegues et amis de longue date qui se reconnaitront ici. Je

leur exprime ma profonde sympathie et leur souhaite beaucoup de bien.



Remerciements

A mes parents : Mohamed et Mina

A mes freres et sceurs: Elaydia, Hassan, Ahmed, Noreddine,
Abdelhak, Saadia, Malika, Jawad.

A ma famille



MMMMMMMM

SOMMAIRE



SOMMAIRE

INTRODUCTION 12
REFERENCES 15

Chapitre I :

Caractérisation structurale de I’os cortical 17
1. Introduction 18
2. La matrice organique 18

2.1. Le collagene 19

3. La phase minérale 19
4. Structure de I’Hydroxyapatite 20
4.1. Structure cristalline de 1'hydroxyapatite 20

S. Implants 23
5.1. Définition des biomatériaux 23

5.1.1. Introduction 24

5.1.2. Biocompatibilité 24

5.1.3. Ostéoconduction 25

5.2. Le choix de Ti-6A1-4V comme biomatériau 25

5.2.1. Introduction 25

5.2.2. Le titane et ses alliages 25

5.2.3. Composition 25

5.2.4. Propriétés mécaniques 26

5.2.5. Propriétés biologiques 26

5.3. Revétement des implants par HAp 27

5.3.1. Propriétés mécaniques 27

5.3.2. Propriétés biologiques 27

5.3.3 Conclusion 27

6. Le procédé de projection plasma 28
6.1. Principe de la technique 28

6.2. Les parametres de la torche plasma 29

7. Caractérisation structurale de la partie minérale de I’os par les
techniques de diffraction neutrons et du rayonnement synchrotron 29

7.1. Introduction 29
7.2. Analyse structurale par diffraction 30
7.2.1. Introduction 30
7.2.2. Exploitation d'un diagramme de diffraction 30
7.2.3. Position des raies de diffraction 31



SOMMAIRE

7.2.4. Intensités intégrées 32

7.3. Généralités sur les neutrons 33

7.3.1. Les propriétés du neutron 33

7.3.2. Production de neutrons 34

7.3.3. Description de I’Institut Laue Langevin (ILL) 34

7.3.4. L’instrument D20 a ILL 35

7.3.5. Le détecteur a localisation (PSD) 36

7.4. Etude de ’HAp dans I’os par diffraction neutronique 37

7.4.1. La cristallinité 38

7.4.1.1. Introduction 38

7.4.1.2 Détermination de I’indice de cristallinité =~ 38

7.5. Conclusion 41

8. Etude structurale de I’os cortical par le rayonnement synchrotron 42

8.1 Rayonnement synchrotron 42

8.2 Production du rayonnement synchrotron 42
8.3 Présentation de I’European Synchrotron Radiation Facility

(ESRF) 43

8.4 ID15B a ’ESRF 44

8-5. Etude structurale de I’os cortical par rayonnement

synchrotron 45

8-6. Conclusion 46

9. Caractérisation physico-chimique de ’interface os-implant 46

9-1. Introduction 46

9.2 La Fluorescence X 47

9.2.1 Introduction 47

9.2.2 Le principe de la fluorescence X 47

9.2.3ID21 a PESRF 48

9.2.4 Méthodes et résultats 49

9.2.5 Conclusion 52

10. Conclusions 53

REFERENCES 54

Chapitre II :

Méthode de caractérisation de la

reconstruction osseuse par diffraction

neutronique et rayonnement synchrotron

a partir de ’analyse de la texture
cristallographique 59

1. Introduction 60

2. Définition de la texture 61



SOMMAIRE

3. Mesure des figures de pole expérimentales 64
3.1. Analyse de texture par diffraction sur poudre 64
4. Affinement des diagrammes de diffraction sur poudre 66
4.1. Profils des raies de diffraction 66
4.2. Contribution Instrumentale 66
4.3. Méthodes d'ajustement de profils 67

4.3.1. Affinement de structure par ajustement
de Profil total 67

4.3.2. Ajustement individuel des profils

expérimentaux en présence de texture 70
4.3.2.1. La méthode harmonique 70

4.3.2.2. Méthode de Williams-Imhof-Matthies-Vinel
(WIMYV) [Willams 1968, Imhof 1982,

Matthies et Vinel 1982] 71
4.3.2.3. Le modele Prolongé de WIMYV : E-WIMV 72
4.3.2.4. Facteurs de force de la texture 73
4.3.2.4.1. Indice de Texture 73
4.3.2.4.2. Entropie de Texture 73
5. Le programme MAUD (Material Analysis Used Diffraction) 74
5.1. Introduction 74
5.2. Principaux dispositifs de MAUD 74

6. Caractérisation de la texture de 1’os cortical par diffraction
de neutrons 76
6.1. Introduction 76
6.2. La méthode harmonique 81
6.3. La méthode WIMYV 82
6.4. La méthode E-WIMV 82
6.5. Conclusion 84

7. Caractérisation de la texture osseuse par

rayonnement synchrotron 84
7.1. Introduction 84
7.2. Etude de la texture de ’os cortical sur ID15B 84
7.2.1. Introduction 84
7.2.2. Résultats et discussions 85
7.2.3. Conclusion 88
7.3. Conclusion générale 88
REFERENCES 90

Chapitre I1I :
Application de la méthode de caractérisation
de la texture en reconstruction osseuse 93



1. Introduction

2. Analyse de ’HAp comme matériau de comblement

2.1. Protocole expérimental
2.2. Résultats et discussions
2.3. Conclusion

3. Analyse de ’HAp comme matériau d’implantologie

3.1. Introduction
3.2. Protocole expérimental
3.3. Analyse de ’HAp sous faible charge
3.3.1. Matériel et méthodes
3.3.1.1. Les animaux
3.3.1.2. Le Biomatériau
3.3.1.3. Implantation des biomatériaux
3.3.1.4. Durée d'implantation
3.3.1.5. Surveillance post-opératoire
3.3.1.6. Extraction des échantillons
3.3.2. Résultats
3.3.3. Discussions
3.3.4. Conclusion
3.4. Analyse de ’HAp sous forte charge
3.4.1. L’animal
3.4.2. Implantation des éprouvettes
3.4.3. Résultats
3.4.4. Conclusion
3.5. Conclusion générale
3.6. Caractérisation de I’interface os-implant
par le rayonnement synchrotron de haute énergie
3.6.1. Introduction
3.6.2. Méthodes et résultats
3.6.3. Discussion
3.6.4. Conclusion
3.7. Conclusion générale

REFERENCES

Chapitre IV :

Nouvelle méthodologie d’évaluation des
déformations dans I’os cortical

par diffraction neutronique

1. Introduction
2. Méthode et résultats

3. Description de l'instrument a 3 axes

SOMMAIRE

94

95

95
96
99

100

100
100
101
101
101
101
101
102
102
103
104
108
108
109
109
110
111
118
119

120
120
120
129
129
130

131

134

135
136
137



SOMMAIRE

3.1. Principe de la mesure 137
3.2. Intérét de I’analyseur dans la caractérisation de la structure

osseuse en présence de la partie organique 139

3.3. Méthodes et résultats 140

3.4. Conclusion 143

REFERENCES 144

CONCLUSIONS GENERALES 145

10



IIIIIIIIIIII

INTRODUCTION



INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les biomatériaux utilisés pour implantologie ou comblement suscitent un intérét
croissant de par leur utilisation fréquente en chirurgie réparatrice ou en chirurgie orthopédique.
Ils représentent une alternative aux autogreffes (prélevements de tissu sur I’individu), aux
allogreffes (prélevement de tissu sur un individu de la méme espéce vivant ou mort) et aux
xénogreffes (prélevements de tissu sur une espece différente). Lors d’une perte osseuse, on
utilise des matériaux de substitution du tissu osseux destinés a faciliter la réossification d’un

défaut ne pouvant se cicatriser sans apport extérieur [1].

Le marché mondial des biomatériaux est tres important et en pleine croissance. La
commission européenne a évalué récemment ce marché mondial a 25 milliards d’euros avec
un taux annuel de croissance de 5 a 7 %, un tiers de ce marché mondial reviendrait a I’ Europe.
Le taux annuel de croissance du marché américain serait de 20%. La part orthopédique des
biomatériaux est évaluée au niveau mondial a 8 milliards d’euros avec un taux annuel de
croissance de 7%. Ce marché concerne pour 40% les protheses de hanche et de genou avec au
niveau mondial respectivement 750 000 et 500 000 opérations par an [2]. Si on prend par
exemple le cas des protheses de hanche, on estime a 90% le taux de réussite apres dix ans
chez les plus de 65 ans alors qu’une opération de révision est nécessaire chez les plus jeunes
en moyenne trois ans apres la pose. La durée de vie d’une prothese orthopédique est de I’ordre
de vingt ans, il est nécessaire de I’augmenter afin de suivre la croissance permanente de la

durée de vie humaine [3].

Les biomatériaux implantés posent le probleme de leur devenir dans 1’organisme :
biotolérance, biofonctionnalité. Pour mieux contrdler I’intégration et obtenir des biomatériaux
qui assurent un service amélioré, en termes de qualité, la complémentarité de la recherche

fondamentale et appliquée est indispensable [2].

A la crois€e de multiples disciplines scientifiques (sciences des matériaux,

mécanique, chimie, biologie), le domaine des biomatériaux est sujet a d’importants enjeux
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sociaux et économiques. Le développement de nouveaux matériaux nécessite I’intervention de

presque toutes les disciplines.

L'os est un matériau composite dont les constituants principaux sont le collagene et
I’hydroxyapatite. Les cristaux d'apatite et les fibres de collagene sont orientés
préférentiellement. Par exemple, dans les os longs, ils sont orientés dans les directions des
forces auxquelles les os doivent résister [4,5]. L'os se présente sous deux principales formes
structurales : os cortical, qui forme une matrice dense, et os spongieux [6,7]. Nous allons nous

intéresser plus particulierement a 1’os cortical.

A notre connaissance, il n’existe pas aujourd’hui de travaux quantitatifs in situ et

non destructifs portant sur la reconstruction osseuse a I’interface os-implant.

Pour la réalisation de ces travaux, notre équipe a constitué un réseau de partenaires,
avec des industriels pour la fabrication des biomatériaux, avec des chirurgiens pour la partie
implantation et extraction des structures osseuses, ainsi qu’avec I’institut Laue Langevin (ILL)
[8], a Grenoble pour toute la partie expérimentale. La confirmation des résultats obtenus a été

effectuée a I’European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) [9].

Dans le chapitre I, nous présentons les constituants de 1’os, les parametres
essentiels qui permettront la sélection des biomatériaux en implantologie, ainsi que la
technique de revétement. Ensuite, la diffraction de neutrons et de rayonnement synchrotron
nous permettront une caractérisation structurale de 1’os. La fluorescence a haute résolution va

controler la biocompatibilité de I’implant.

Dans le chapitre 1I, nous mettons en place une nouvelle méthode de caractérisation
quantitative de 1’os cortical par la technique de caractérisation de la texture a I’interface os-

implant.

Dans le chapitre III, nous appliquons notre méthode de caractérisation de 1’0s
reconstitué dans deux secteurs d’application des biomatériaux. Dans un premier temps, nous
caractérisons des biomatériaux de comblement ou de remplacement, dans un deuxieéme temps

nous caractérisons une interface os-implant.
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INTRODUCTION

Dans la derniere partie du travail, nous développons une nouvelle méthodologie

d’analyse des contraintes par diffraction de neutrons.

En conclusion, nous évoquerons quelques perspectives d’avenir destinées a

développer une nouvelle génération d’implants grace a [I’utilisation des technologies

innovatrices.
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Chapitre 1

Caractérisation structurale de I’os cortical

1. Introduction

L’os est généralement défini comme un matériau composite [1], constitué d’un
tissu conjonctif spécialisé dans lequel sont associées une phase minérale sous la forme de
cristaux d’hydroxyapatite et une matrice organique constituée de collagéne et de protéines
non collagéniques [2,3]. Le tissu osseux se présente sous deux aspects bien distincts : 1’os

cortical et 1’os trabéculaire.

Le tissu osseux est constitué de cellules: les ostéoblastes, les ostéocytes et les
ostéoclastes, ainsi que d’une matrice extracellulaire. Les ostéoblastes sont responsables de la

production du nouveau tissu osseux [4].

La matrice extracellulaire occupe entre 92 et 95 % du volume tissulaire et peut
étre subdivisée en matrice organique (22 %) et inorganique (69 %). La teneur en eau, environ

9%, est tres variable en fonction de I’age et du degré de minéralisation.

2. La matrice organique

La matrice organique représente 22% de la masse osseuse et forme ce que 1’on
appelle I’ostéoide ou substance préosseuse. Les principales classes de macromolécules qui la
composent forment la substance fibrillaire (90 %) contenant des protéines fibreuses
structurales (collagéne et élastine) ou adhérentes (fibronectine) ainsi que la substance
interfibrillaire (10 %) englobant les glycosaminoglycans (GAG) et protéoglycans, des petites
protéines non collagéniques comme 1’ostéopontine, 1’ostéonectine, I’ostéocalcine et les
sialoprotéines osseuses ainsi que des lipides en petites quantités. Dans le tissu osseux, ces

molécules peuvent induire ou inhiber la minéralisation.
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2.1. Le collagene

Le constituant essentiel de 1’ostéoide est le collagene de type 1 qui représente un
peu moins de 90 % des macromolécules de la matrice organique. Appelé aussi collagene
fibrillaire, il est formé de 1’assemblage de trois chaines alpha de polypeptides. Les chalnes
polypeptidiques sont synthétisées au niveau des ribosomes du réticulum endoplasmique
rugueux (RER) de [l'ostéoblaste. Elles subissent ensuite des hydroxylations et des
glycosylations avant de s’associer en hélices de 3 pro-chaines. Ces fibrilles sont exocytées et
s’accumulent d’abord en amas grossiers de fibres dans I’os embryonnaire fibreux. Par la suite,
elles seront hydrolysées par les ostéoclastes pour étre remplacées par des fibres plus régulieres
synthétisées par des ostéoblastes plus spécialisés. Ce processus conduit a la formation d’os
lamellaire. Ce réseau fibreux caractéristique favorise la minéralisation par la fixation sur les
fibres de collagéne de cristaux d’hydroxyapatite qui conferent sa dureté au tissu osseux. Le
cytosquelette des ostéoblastes joue un role capital dans la disposition des fibrilles de collagene
car il influence les sites et la vitesse d’assemblage des fibrilles. En outre, les ostéoblastes

exercent une tension sur la matrice.

Par exemple, dans 1’os lamellaire, les fibrilles seront organisées en feuillets ou
elles sont paralleles entre elles mais perpendiculaires aux fibrilles des plans directement
adjacents. C’est I’orientation des fibrilles de collagéne qui confere a 1’os la capacité de résister

aux forces de tension.

3. La phase minérale

En 1771, Scheele nota que le phosphate de calcium était présent dans les os. La
plupart des chimistes ont pensé connaitre alors la structure minérale des os et de la dent.
Cependant, des études de diffraction de rayons X ont montré que le constituant majoritaire des
tissus minéralisés se présentait sous forme d’hydroxyapatite déposée sous forme de cristaux
de structure variable et associée aux fibres de collagene [S]. L’orientation de ces cristaux est

parallele aux fibres [6].

Les constituants de 1’os cortical sont présentés dans la figure 1.
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Collagen
molecule
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5
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Figure I : constituants de ’os [6]

L’os cortical ou compact représente 80 % de la structure osseuse. Il occupe la
périphérie de la diaphyse (ou corps des os longs) limitant un canal central de forme allongée
dans le sens du grand axe, la cavité médullaire. Cet os cortical est localisé a la périphérie des

os plats.

L’os spongieux ou trabéculaire représente 20 % des os. Il est présent dans les
extrémités des os longs (les métaphyses) et dans la partie centrale des os courts. Il forme un
systtme de lamelles osseuses irrégulieres, les trabécules. On admet que les verteébres sont
constituées de 50 % d’os trabéculaire et 50 % d’os cortical. Cette proportion passe a 30 %

d’os trabéculaire et 70% d’os cortical au niveau du col du fémur.

L’os trabéculaire, bien que moins abondant se renouvelle environ 5 fois plus
rapidement que 1’0os cortical, c’est pour cette raison que I’ostéoporose se manifeste
cliniquement dans des sites ol il existe une proportion importante d’os trabéculaire (rachis, os
de la hanche et de I’avant-bras). Le tissu osseux se répartit en phase minérale (60 %), matrice

osseuse organique (35 %) et en cellules spécifiques de 1’os (5 %).

4. Structure de I’Hydroxyapatite

4-1. Structure cristalline de 1'hydroxyapatite

L’hydroxyapatite (HAp) fait partie des apatites qui constituent le minéral

phosphaté le plus abondant sur terre. Les apatites existent principalement sous la forme de
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fluoroapatite ou de carbonate apatite. Tous les phosphates de calcium évoluent en milieu
naturel vers la forme apatitique, la plus stable. Parmi les matrices de confinement
actuellement développées, les apatites présentent un réel intérét, étant donné leurs données

structurales et physico-chimiques.
Les apatites sont des minéraux de formule générale :
Me9(XO4)6 Y2

ou Me est un métal (Ca, Sr, Pb, Ba, etc.)
XOy4 est un anion trivalent (PO4 SO4, VOy, etc.)
Y peut étre, par exemple, union C/~, OH™ ou F~. On parle alors de chlorapatite,

d’HAp ou de fluoroapatite [7,8].

Les apatites cristallisent dans le systéme hexagonal, avec le groupe d’espace

P63/m. La maille primitive de 1’apatite est un hexaedre de cdtés a, b et ¢ tels que a et b soient
X X - b
égaux, mais différents de c. les angles o et B sont égaux a 90° et Y (angle entre a et b )est

égal a 120°.

La structure cristallographique de I'HAp est connue depuis longtemps. Ses
parametres de maille sont a= 9,42/& et c= 6,8810\. La maille élémentaire est constituée de

groupements Ca, PO,4 et OH.
L HAp a pour formule Ca;o(PO4)s(OH); et son rapport Ca/P est de 1,67.
La notation générale des plans cristallins d’un systéme hexagonal comme I’HAp

est présentée par quatre chiffres: (hk,h+k,l), ’écriture peut se simplifier en utilisant

seulement les trois chiffres (h,k,1).
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Figure 2 : Maille élémentaire de I’hydroxyapatite

Figure 3 : Projection sur le plan de la structure de I’hydroxyapatite

:H,.:Ca, : 0O, P
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Les positions des atomes d’HAp cristallisé de 1’os cortical sont présentées dans le

tableau 1.
Tableau 1 : Cordonnées des atomes d’HAp
atome quantité , Taux . X y z
d’occupation
O, 6 1 0.3205 0.48643 0.25
0, 6 1 0.52117 0.11085 0.25
O; 12 1 0.33745 0.259 0.07979
O4 2 1 0 0 0.25
P 6 1 0.62716 0.0279 0.25
Ca, 6 1 0.01 0.25334 0.25
Ca, 6 1 0.01 0.25334 0.25
H 2 0.5 0 0 0.11087
5. Implants

L’utilisation d’implants métalliques est devenue courante a partir des années 1930.
Avec le perfectionnement de la technologie, certains métaux sont utilisés dans le domaine
médical. Pour qu’une implantation a long terme soit un succes thérapeutique, il est nécessaire
que I’implant soit biocompatible, résistant mécaniquement, résistant a la corrosion, résistant a
la charge et aux fractures. En considérant les qualités requises pour les applications médicales,
ce sont les protheses en acier inoxydable, en alliage de cobalt, en titane pur ou alliage de

titane qui sont les plus utilisées.

5.1. Définition des biomatériaux
5.1.1. Introduction

Le terme biomatériau désigne les matériaux fabriqués par ’homme qui sont
utilisés pour réaliser des protheses ou autres dispositifs médicaux implantables dans le corps
humain. Il existe de nombreuses définitions de ces matériaux, retenons celle qui a été
proposée lors du congres de la société européenne des biomatériaux en 1986 a Chester : «
BIOMATERIAUX : matériaux non vivants congus et utilisés dans un dispositif médical

destiné a interagir avec les systemes biologiques » [9,10].
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L’intérét croissant pour ces matériaux s’explique par le vieillissement régulier de
la population, la fréquence des accidents de travail ou du trafic dans une société ou la qualité
de vie est un critere dominant. Les interventions orthopédiques thérapeutiques (traitement de
tumeurs, de kystes par exemple) limitent la réparation osseuse naturelle. Pour des défauts
osseux de taille importante, 1’utilisation de matériaux de remplacement s’avere nécessaire. Ils

doivent répondre aux criteres fonctionnels de la partie qu’ils suppléent sans induire de rejets.

Les matériaux utilis€s comme biomatériaux doivent satisfaire a un ensemble de

criteres comme la biocompatibilité et I’ostéoconduction.

5.1.2 Biocompatibilité

La premiere condition pour qu’un matériau soit implanté dans le corps humain est
qu’il soit biocompatible. Selon une définition tres générale, un matériau est biocompatible s’il
ne provoque aucune réaction défavorable des tissus. En fait, il s’avere qu’aucun matériau
étranger n’est totalement compatible avec le milieu humain dans lequel il se trouve : on dit
alors qu'un matériau est biocompatible s’il n’entraine aucune réaction inflammatoire, ni de
toxicité, ni risque carcinologique, ni réaction allergique. De plus, il est demandé aux
biomatériaux de résister a toute contrainte physiologique sans changer de morphologie. Pour
qu'un implant soit permanent, il doit résister a toute attaque corrosive du milieu

physiologique constitué d’une solution aqueuse de NaCl contenant des acides organiques, des

protéines, des enzymes.

5.1.3. Ostéoconduction

Processus dans lequel un squelette (matrice) est fourni pour permettre la migration
des cellules impliquées dans la formation osseuse (cellules mésenchymateuses, ostéoblastes,

ostéoclastes et vaisseaux sanguins). L’os implanté sert de réseau structurel pour la croissance

osseuse.
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5.2. Le choix de Ti-6Al-4V comme biomatériau

5.2.1. Introduction

L’utilisation des métaux et alliages a été découverte depuis longtemps pour des
applications biomédicales. Ainsi, un implant dentaire en fer forgé fut découvert sur un jeune
homme qui vivait a I’époque galloromaine. De nos jours, le développement des biomatériaux
métalliques permet leur utilisation dans plusieurs domaines, principalement en orthopédie
(clous, vis, plaques, articulations), en stomatologie (protheses, implant) et dans les

instruments de chirurgie [2].

Le matériau le plus utilisé est le titane et ses alliages [11,12,13,14], nous allons

présenter sa composition ainsi que ses propriétés : biologiques et mécaniques.

5.2.2. Le titane et ses alliages

Le titane est un métal abondant sur la terre, c’est le quatrieme élément métallique
le plus abondant apres le fer, I’aluminium et le magnésium. Le titane et ses alliages sont

utilisés dans les secteurs aussi distincts que 1’aéronautique, la chimie et le biomédical.

Les originalités du titane reposent d’une part sur sa structure cristalline, et d’autre

part sur ses propriétés mécaniques, sa résistance a la corrosion et sa biocompatibilité.

Le titane est devenu tres répandu dans I’orthopédie, en particulier comme implant

en orthodontie.

5.2.3. Composition

Le titane pur compte plus de 99% de titane, les 1% restant sont de I’oxygene, du

carbone, de I’azote, de I’hydrogene.

Le titane sous forme d’alliages présente a température ambiante une structure
cristalline de type hexagonale compacte, appelée phase o jusque 882°C, dont les parametres

sont : a,=2.9508 A et c,=4.6855 A, ces valeurs conduisent 2 un rapport co/ ag =1.587
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sensiblement inférieur au rapport de compacité idéale( % = 1.633). Au-dela de 882°C, la

phase [ cristallise dans un réseau cubique centré et qui est stable de 882 a 1720°C,
température de fusion. Des éléments comme 1’aluminium élevent la température de la
transition entre les deux phases et favorisent par conséquent I’existence de 1’alliage o
(élément alphagene). D’autres éléments comme le vanadium abaissent suffisamment cette
température de transition pour que I’alliage 3 (élément bétageéne) puisse exister a température

ambiante.

5.2.4. Propriétés mécaniques

B. Cofino [15] a particulierement étudié les propriétés mécaniques du titane ainsi

que le Ti-6Al-4V et a clairement établi I’intérét de ce matériau pour des applications en

implantologie.
Tableau 2 : Propriétés mécaniques du titane et du Ti-6Al-4V
Propriétés Titane Ti-6Al-4V
Résistance a la traction MPa 240 1100
Résistance au cisaillement MPa 170 760
Module d’Young 105 110
Allongement 24 10
Coefficient de Poisson 0,37 0,31
Dureté Hv 122 390

5.2.5. Propriétés biologiques

Le titane est un matériau tres toléré par I’organisme c'est-a-dire biocompatible. Sa
grande réactivité le conduit a former une couche d’oxyde en surface au contact de I’air. Cette
couche varie en épaisseur en fonction du mode de préparation de la piece et selon qu’il s’agit

de titane pur ou de ses alliages.

Ti-6Al-4V répond bien aux définitions données par la société européenne des

biomatériaux en 1986 a Chester. Le Ti-6Al-4V n’est pas reconnu comme corps étranger par
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I’organisme grace aux propriétés isolantes de la couche d’oxyde TiO, qui limite les échanges

électroniques et ioniques [16].

5.3. Revétement des implants par HAp

On a vu que la partie minérale de 1’os était constitué principalement de
I’hydroxyapatite (HAp). A partir des années 80, le titane et son alliage, Ti-Al-4V, ont été
recouverts d’HAp pour [P'utilisation en implantologie dentaire ou orthopédique, afin
d’améliorer I’intégration implantaire. L’utilisation d’HAp comme surface de contact avec 1’0s
accélere I’ancrage de I’'implant dans I’os grace a ses propriétés ostéoconductrices. C’est a dire

que I’HAp favorise la reconstitution osseuse a I’interface apres I’implantation.

5.3.1. Propriétés mécaniques

L’HAp a un comportement mécanique caractérisé par des résistances en traction
et en flexion faibles, une bonne résistance a la compression et une mauvaise résistance aux

chocs.

5.3.2. Propriétés biologiques

Beaucoup de travaux effectués sur I’hydroxyapatite ont exploré leurs propriétés
biologiques et ont montré qu’il est biocompatible donc capable de former une liaison
chimique forte avec I’os [17]. D’autres travaux ont montré aussi ses propriétés

ostéoconductrices [18,19,20,21,22].

5.3.3. Conclusion

En implantologie, ’'HAp peut étre utilisée grace a ses propriétés biologiques, en
particulier pour I’ostéoconduction, mais ses propriétés mécaniques ne permettent pas de
Iutiliser seule. Il est nécessaire de l’associer a un matériau biocompatible plus apte a
supporter le poids du corps et bien intégré dans 1’organisme, ce matériau est le titane ou ses
alliages. L’utilisation de titane ou ses alliages avec un revétement d’ HAp va permettre a
I’implant de combiner les propriétés mécaniques du substrat aux propriétés biologique du

revétement HAp.

27



Chapitre I : Caractérisation structurale de 1’os cortical

6. Le procédé de projection plasma

6.1. Principe de la technique

La technique de projection plasma est la plus utilisée pour le revétement de ce
type de matériau [23]. Son principe repose sur I’introduction de particules d’un matériau dans
un flux de plasma. Les particules seront projetées sur une surface d’'un matériau, ou substrat,

préalablement préparé par un sablage. La rugosité de la surface permettra une meilleure

surface de contact et un meilleur accrochage du revétement.

Jet de plasma en Substrat
extinction

Gaz plasma

poudre™ — de vapeur Lamelle
T écrasée
e 2 A - \

Grain de poudre en fusion
{possibilité de transformation
chimigque, états solide et liguide
peuvent co-exister) Dépét

Figure 4 : La torche plasma [24]

L’ argon est généralement utilisable comme gaz dans la torche plasma. Il s’ionise a
une température s’élevant a 10000°C en traversant 1’arc électrique créé entre 1’anode et la
cathode pour former un plasma qui se déplace a grande vitesse. La poudre d’hydroxyapatite
est injectée dans le plasma par un petit canal puis projetée sur le substrat. Les grains
d’hydroxyapatite sont partiellement ou totalement fondus lors de leur passage dans le plasma
et viennent heurter le substrat qui est a température ambiante. Lors de I’impact, le
refroidissement rapide de I’HAp va créer une forte liaison avec le substrat qui ne chauffera

pas au-dela de 450°C et conservera par conséquent ses propriétés.
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6.2. Les parametres de la torche plasma

Tableau 3 : parametres de torche plasma

Parameétres 3 5
Puissance (kW) 24 23.2
Intensité (A) 400 400

Tension (V) 60 58

Flux d’argon (I.min-1) 20 20
Flux d’azote (l.min-1) 12 12
Distance de pulverisation (mm) 150 100
Débit de poudre (g/min) 20 20

Figure 5 : Morphologie de dépot d’HAp

7. Caractérisation structurale de la partie minérale de 1’os par les
techniques de diffraction de neutrons et du rayonnement synchrotron

7.1. Introduction
Les grands instruments de I’Institut Max von Laue — Paul Langevin (ILL) et de

I’European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) a Grenoble, sont actuellement parmi les

plus performants dans le monde, ils utilisent respectivement des faisceaux de neutrons et de

29



Chapitre I : Caractérisation structurale de 1’os cortical

rayonnement synchrotron. Ces deux grandes installations sont dédiées a la communauté
scientifique en grande partie afin d’étudier la structure de la matiere. Les instruments de ces
deux instituts permettent de procéder a une caractérisation tres précise en résolution spatiale

d’HAp dans I’os cortical. La technique la plus adaptée est la diffraction sur poudre.

Rappelons quelques généralités sur cette technique.

7.2. Analyse structurale par diffraction
7.2.1. Introduction

L’os cortical est avant tout constitué par un grand nombre de cristallites orientées
préférentiellement les uns par rapport aux autres. Chaque cristallite, étant une entité

monocristalline.

La préparation de I'échantillon avant l'acquisition des données est une étape
nécessaire mais délicate pour 1'obtention des meilleurs résultats possibles. Il doit prendre en

compte trois parametres:

» La statistique de comptage : elle est liée a la quantité de maticre
diffractante, c'est-a-dire au nombre de cristallites en position de diffraction. Pour

améliorer cette statistique, il faut utiliser le plus grand volume possible de poudre.

» La taille des cristaux : afin d'éviter les problemes de micro-absorption
et d'extinction, il est nécessaire de travailler sur une structure homogene ayant des
cristaux de petite taille. Pour un échantillon moyennement absorbant, on travaille en

général avec des cristaux de taille inférieure ou égale a 10 um.

» L'orientation des cristaux : une distribution non aléatoire des
orientations des grains donne lieu a des orientations préférentielles qui se manifestent

par le renforcement de certaines familles de raies de diffraction.

7.2.2. Exploitation d'un diagramme de diffraction

N

La diffraction de type poudre donne acces a un certain nombre d'informations
fondamentales sur la structure des matériaux, bien qu'elle ne représente qu'une projection a

une dimension I = f(20) de I'espace réciproque tridimensionnel.
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7.2.3. Position des raies de diffraction

Un faisceau monochromatique incident de neutrons, de rayons X ou de
rayonnement synchrotron, projeté sur un cristal est diffracté par une famille de plans
cristallographiques (hkl), si la différence de marche entre les rayons réfléchis par deux plans
cristallographiques paralleles est €gale a un nombre entier de longueur d’onde, c'est-a-dire si
I’angle 6 formé par le faisceau incident et un plan cristallographique satisfait la relation de

Bragg.

Faisceau incident

7Y ":
d hkyz \/
\ 4

“aisceau réfléchi
ou diffracté

Plans cristallins /2 K/

Figure 6 : loi de Bragg
La loi de Bragg : nA =2d,,sin 6,
d: Distance entre deux plans cristallographiques d’une méme famille
0: Angle de Bragg

n : Nombre entier
A : Longueur d’onde du faisceau.

De la connaissance des angles de diffraction, on déduit ainsi les distances inter-
réticulaires dyy. 1l est alors possible de déterminer qualitativement les phases en présence par
comparaison des distances inter- réticulaires calculées avec celles stockées dans les bases de
données (fichiers JCPDS par exemple) si le composé est connu et répertorié et apres analyse

des intensités intégrées.
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7.2.4. Intensités intégrées

L'intensité diffractée contient des informations essentielles sur l'arrangement
structural, c'est-a-dire sur la position des atomes dans la maille et les facteurs de déplacements

atomiques (isotropes ou anisotropes).

En effet, l'intensité intégrée I d'une raie de diffraction h est proportionnelle au

carré du module du facteur de structure F P défini comme :

. ,
maille L sin 0};

F. = Eijj exp(2z7zhxj)exp(—BjT)
j=1

On, x i de coordonnées (xj, y;, z; ), est la position de l'atome j dans la maille.

h est un vecteur h =hda" +kb™ +I¢" du réseau réciproque.
N est le taux d'occupation de I’atome j sur le site.

f;est, pour les rayons X, le facteur de diffusion atomique

[ = 1@+ f;(4,0)+if ()

f j et f / sont appelés facteurs de diffusion anomaux.

Pour les neutrons, f j est la longeur de diffusion cohérente ou longueur de Fermi

(grandeur indépendante de I’angle).

)
Le facteur D, = exp(— B, %ﬁ”’dj = exp(— B

IYE ] est le terme qui prend en
hkl

compte I’influence des déplacements atomiques (définis par les Bj) par rapport aux positions

d’équilibre. On D’appelle aussi facteur de Debye-Waller. Dans le cas de déplacements

atomiques isotropes Di prend la forme :

2 ) 2
D, = exp[— 87U, sin 9/ A ] et pour des déplacements anisotropes, D;

prend une forme plus générale qui s'écrit :

D, = expl- 272w, k> + ...+ u hka'b” +..)|.
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. -, . , V2 . . o« 2
L'intensité diffractée peut s'écrire sous la forme simplifiée : 1; = Sm; Lp‘Fm‘

N
Ou S est un facteur d'échelle commun a toutes les réflexions hm_ est la
h

multiplicité de la réflexion, L, est le facteur de Lorentz - Polarisation.

En ajustant les intensités calculées sur les intensités observées, nous affinons la

structure cristallographique des composés.

7.3. Généralités sur les neutrons
7.3.1. Les propriétés du neutron

Le neutron est une particule élémentaire qui a été découverte en 1932 par James
Chadwick.. 11 a été utilisé pour la premiere fois par Clifford Shull en 1946 comme outil pour
des expériences de diffusion. Cette technique s’est depuis constamment développée pour
concerner tous les aspects de la matiere condensée : physique, chimie, matériaux biologie. Il
s’agit d’un outil tout a fait exceptionnel car le neutron posséde des propriétés uniques et
particulierement adaptées pour ces études.

Le neutron possede une charge électrique nulle. De ce fait, il peut pénétrer la
maticre sans se faire arréter par une barriere coulombienne. Contrairement aux rayons X, les

neutrons sondent I’intérieur des échantillons avec une absorption généralement faible.

Avec une longueur d’onde associée donnée par la formule de de Broglie :

Ou h est 1a constante de Planck, m la masse du neutron et v sa vitesse.
Avec des neutrons thermalisés par un modérateur dont la température est 300K,

leur vitesse moyenne est 2200 m/s et leur longueur d’onde moyenne de 1.8 A, clest-a-dire une

longueur d’onde qui est du méme ordre de grandeur que les distances interatomiques dans la
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matiere condensée. Les neutrons thermiques sont donc tout a fait adaptés pour étre diffractés

par les atomes de la matiere.

7.3.2. Production de neutrons
Pour obtenir des flux de neutrons importants permettant I’instrumentation
scientifique, il existe deux méthodes :

1- I’utilisation de la fission de 2*°U dans des réacteurs

2- I'utilisation de la spallation par bombardement d’une cible par proton de haute
énergie.

La premiere méthode est utilisée par I’institut ILL. La fission d’un noyau U
fournit en moyenne 2,5 neutrons, dont 1,5 servent a maintenir la réaction en chaine. La limite
des installations de ce type est liée a la densité de puissance et donc a la capacité de
refroidissement du coeur de réacteur. Le flux maximum actuel est atteint 2 I'ILL avec 1.5 10"
nem?s™, pour une puissance thermique de 58MW [25] qui est extraite en pompant de 1’eau a

travers les « nageoires » de 1’élément combustible [26,27].

7.3.3. Description de I’Institut Laue Langevin (ILL)
Le nom de I’institut a été formé en associant les noms de deux grands savants

allemand et francais, Max Von Laue et Paul Langevin.

La construction de I'Institut et de son réacteur Haut Flux a Grenoble a été
entreprise conjointement par la France et I’ Allemagne. Le réacteur a divergé en aoit 1971 et a
atteint sa pleine puissance de 57 MW en décembre de la méme année. Les expériences ont

commencé en 1972.

ILL ESRF

e el -

Figure 7 : Site de I'ILL a Grenoble
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L’ILL est un institut de recherche scientifique fondamentale. I met a la
disposition de la communauté scientifique des pays membres un parc de 35 instruments
alimenté en parallele par le réacteur de recherche offrant le flux de neutrons le plus élevé du
monde. Une douzaine d’autres instruments, gérés par des groupes de recherche indépendants,
profitent également des neutrons provenant du cceur du réacteur et distribués le long de ses

nombreux guides.

Les neutrons offrent la possibilité de répondre a des questions précises touchant

tous les domaines de la science de la matiere [28].

7.3.4. L’instrument D20 a ’ILL

D20 est un diffractometre sur poudre doté d’un multidétecteur, Position Sensitive
Detector (PSD), fournit un flux élevé, jusqu'a 10°n cm™s ™ 2 la position d'échantillon et un

flux moyen en haute résolution.

f T 1 H1i1l

Figure 8 : Caractéristiques de D20
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Nous avons utilisé le monochromateur en graphite pyrolytique hautement orienté
(Highly Oriented Pyrolitic Graphite) (HOPG) (002) en position de réflexion avec une

focalisation verticale fixe, avec une longueur d'onde de 2.4 Aaun angle de sortie de 42°.

Les collimateurs permettent la réduction de la divergence normale (27 ') du

faisceau polychromatique incident (10 'ou a 20 ").

7.3.5. Le détecteur a localisation (PSD)

Le détecteur a localisation (Position Sensitive Detector - PSD) est courbé et porte
donc souvent le surnom « banane ». Les deux parties courbées de la structure en aluminium
enferment un volume de gaz de détection de 4 m de long, 15 cm de haut et de 5 cm en
profondeur. Le rayon de cette zone de détection dans le plan de diffraction de I’instrument est
de 1.5 m. Le détecteur couvre donc un domaine angulaire de 160° en 26 simultanément et
fonctionne selon le principe d’un détecteur a chambre a gaz a micropistes (micro-strip gas
chamber — MSGC), ce qui donne de nouvelles perspectives pour les expériences en temps réel

et sur de petits échantillons. Il permet aussi des expériences stroboscopiques.

Le gaz de détection est constitué en outre de *He, isotope avec lequel les neutrons
subissent avec une grande probabilité une réaction nucléaire de capture en libérant des
particules chargés, un noyau de tritium “T* et un proton p*, avec une énergie cinétique bien
définie. Ces particules chargées créent le long de leur parcours une avalanche primaire
d’électrons par collisions avec les atomes du gaz de détection. Dans le champ électrique
appliqué a cette chambre a gaz, les électrons migrent vers les électrodes positives (anodes)
déposé en tant que micro-pistes en chrome sur un substrat de verre conducteur électronique.
Proche aux anodes étroites les lignes de champ se rapprochent et le champ devient important,
accélérant les électrons au point a libérer des électrons secondaires par collision avec des
atomes du gaz. Les cations ainsi créés seront évacués sur les cathodes directement en parallele
a coté des anodes déposés sur le substrat. Par cette amplification gazeuse le nombre des
électrons finalement collectés par 1’anode devient assez important pour étre électroniquement
amplifié dans I’électronique en dehors de la chambre a gaz et pour étre interprété a I’aide d’un

discriminateur en tant que signal de comptage neutronique.
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7.4. Etude de ’HAp dans I’os par diffraction neutronique

Le grand probleme de I’analyse structurale par diffraction neutronique pour des
échantillons d’HAp qui contiennent de I’hydrogene est le bruit de fond di a la diffusion
incohérente de 1’hydrogene [29]. Ce bruit de fond masque tous les pics de diffraction. Sans
I’élimination de la phase organique qui contient la majeure partiec de I’hydrogeéne, les
diagrammes de diffraction ne sont pas exploitables. Deux méthodes permettent alors de
préparer les structures osseuses avant la diffraction neutronique : la premieére consiste a
remplacer 1’atome de I’hydrogene par du deutérium chimiquement équivalent, la seconde est

un traitement thermique permettant de supprimer la partie organique riche en hydrogene.

On a vu que les constituants de 1’os sont principalement ’'HAp et le collagene.
Pour avoir un diagramme de diffraction exploitable, la méthode la plus simple pour la
structure osseuse, est le chauffage dans un four a 625°C. Ce traitement thermique permet
d’éliminer la partie organique, et n’a pas d’influence sur I’orientation de ’'HAp suivant les

travaux effectués par G. Bacon et al. [30,31,32,33,34].

Os a 625°C
0s naturel

Intensité [u, a.)

0 20 40 B0 BO 100 120 140 160

2 theta / deg

Figure 9 : Diagrammes de diffraction de I’os chauffé et non chauffé
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La figure 9 montre qu’apres traitement thermique a 625°C, le diagramme de
diffraction de I’'HAp de I’os devient exploitable. Ce chauffage permet de réduire le bruit de
fond dans 1’os cortical dans un rapport de 1’ordre de 15. Il reste cependant a déterminer
I’influence de ce traitement thermique sur le taux de cristallinité. Nous avons alors suivi

I’évolution de I’indice de cristallinité au cours du chauffage.

7.4.1. La cristallinité
7.4.1.1. Introduction

La méthode de calcul de I’indice de cristallinité consiste a déterminer I’intensité
d’un pic de diffraction de I’échantillon analysé€ par rapport a une poudre de référence 100%
cristallis€ du méme échantillon, mesuré dans les mémes conditions. Comme les constituants
de I’os ont une orientation préférentielle dépendant de la force appliquée, il est nécessaire de
choisir un pic de diffraction peu dépendant de 1’orientation de I’échantillon dans le repere du
spectrometre. Les anneaux de Debye collectés sur I’instrument ID15B ainsi que les figures de
poOle tracées a partir des données de I’instrument D20, présentées dans le chapitre 2, de 'HAp
dans I’os, montrent bien que le seul pic de diffraction d’HAp dans 1’os indépendant de
I’orientation de 1’échantillons est le pic (111). Nous pouvons suivre 1’évolution de I’indice de
cristallinité en déterminant I’intensité de ce pic (111) en fonction du temps de chauffage dans

le four.

7.4.1.2. Détermination de ’indice de cristallinité

La technique de la détermination de I’indice de cristallinité est issue de la norme
AFNOR S94-068 (1993) qui se base sur la diffraction d’un mélange bien déterminé de poudre
d’HAp contenant de I’alumine cristallisée. Elle consiste a comparer le pic principal (210) de
diffraction d’un échantillon a analyser par rapport a 1’étalon dans les conditions
expérimentales similaires.

Nous nous proposons pour ce travail d’analyser le pic de diffraction (111) qui est
peu sensible a la texture afin de déterminer 1’indice de cristallinité relatif en fonction du temps

de chauffage de I’os cortical dans le four.
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Pour déterminer I’indice de cristallinité, une poudre d’HAp 100% cristallisée a été
utilisée comme référence et a été comparée dans les mémes conditions expérimentales a de

I’ os cortical prélevé sur le boeuf (20x10x5 mm?> ).

L’indice de cristallinité relatif est alors défini par [35] :

I,
cristallinité(%) = I“'h x 100
réf

Avec ls, : intensité du pic de I’échantillon étudié

I,.;= intensité du pic de la référence

Nous avons ensuite déterminé 1’évolution de 1’indice de cristallinité dans 1’os

cortical avant le traitement thermique et apres 1, 2 et 3 jours de maintien au four.
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Figure 10 : Variation de la masse d’échantillon en fonction du temps de chauffage

La figure 10 montre que la masse moyenne de 1’os chauffé a 625°C a été réduit de

21,5% par rapport a 1’os non traité au bout d’une heure de chauffage.
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Figure 12 : Le diagramme complet de diffraction de I’HAp dans I’os chauffé a 625°c (3 jours)

40



Chapitre I : Caractérisation structurale de 1’os cortical

L’indice de la cristallinité calculé pour tous les pics (111) des structures osseuses

est donné dans la figure 13.
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Figure 13 : indice de cristallinité

La courbe montre que 1’indice de cristallinité relatif de 1’os cortical ne change
pratiquement pas au cours du traitement thermique. Ce résultat montre que la calcination des
0s a 625°C est suffisante et qu’elle ne change pas I’indice de cristallinité relatif, ce qui valide

notre méthode expérimentale de préparation de 1’ os.

7.5. Conclusion

Nous avons pu confirmer la préparation des structures osseuses avant diffraction
neutronique. La calcination des os dans le four permet d’éliminer une grande partie de
I’Hydrogene, ce qui améliore significativement le rapport signal sur bruit des diagrammes de
diffractions sans changer I’indice de cristallinité de ’'HAp. Ce résultat va nous permettre
d’étudier par diffraction neutronique la texture de 1’os seul dans un premier temps, puis la
texture de 1’os a I’interface os-implant pour caractériser la distribution d’orientation des

cristaux d’HAp dans 1’os reconstruit a I’interface.
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8. Etude structurale de D’os cortical par le rayonnement
synchrotron

8-1. Rayonnement synchrotron

Le rayonnement synchrotron est un rayonnement X de haute énergie qui nous
permet de nous affranchir de la préparation préalable de I’échantillon. Il est particulierement
intéressant de tester cette technique et de réaliser I’analyse structurale par rayonnement

synchrotron afin de compléter les résultats obtenus par diffraction neutronique.

Les propriétés caractéristiques du rayonnement synchrotron sont :

» La brillance (le nombre de photons/s/mmz/mradZ/O.1%)
» Le large domaine spectral d’émission
» La structure temporelle

» La polarisation.

8.2. Production du rayonnement synchrotron

Dans un synchrotron, on accélere des électrons (ou des positrons) a une vitesse
proche de celle de la lumiere. Dans le cas le plus simple, ces particules suivent une orbite
circulaire définie par des aimants dipolaires. Elles émettent un rayonnement
électromagnétique allant de I’infrarouge jusqu’au domaine des R.X. L’émission est localisée
dans un cone d’ouverture y-1, centré sur la tangente a la trajectoire. La longueur d’onde
critique d’émission, Ac (en nm), définie comme la longueur d’onde seuil au-dessus de laquelle
la puissance émise est égale a la moitié de la puissance totale du rayonnement, se détermine

de la fagon suivante :

Ac (A) = 5,59 R/E’

Ou E (en GeV) est I’énergie des électrons et R (en m) le rayon de I’orbite des
électrons dans un aimant dipolaire. La dépendance en énergie de Ac montre que plusieurs GeV

sont nécessaires aux électrons pour obtenir suffisamment de puissance dans le domaine des

R.X. durs.
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En pratique, on utilise un rayonnement, émis par des paquets d’électrons, ol
I’énergie perdue par le rayonnement est composée par des cavités radiofréquences qui
permettent de maintenir un courant suffisamment important dans un anneau de stockage.
Outre les aimants dipolaires, des éléments magnétiques d’insertion constitués d’une suite
périodique d’aimants de polarisations alternés et disposés entre les aimants de courbure (sur
les portions droites de la trajectoire des électrons), sont utilisés comme source de
rayonnement. Ces éléments forcent le faisceau d’électrons a effectuer une trajectoire

sinusoidale dans le plan orbital de I’anneau [36].

8.3. Présentation de I’European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF)

L'ESRF (European Synchrotron Radiation Facility ou Installation Européenne de

Rayonnement Synchrotron) est la source de lumiere synchrotron la plus puissante d'Europe.

Dix-huit nations exploitent ensemble les faisceaux de lumiere extrémement
brillants produits par son anneau de stockage pour étudier une gamme remarquablement large
de matériaux, depuis les biomolécules jusqu'aux nano-aimants, en passant par les cosmétiques

de I'Egypte antique et les mousses métalliques [37].

Ny by

Figure 14 : Site de '’ESRF a Grenoble
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8.4.ID15B a ’ESRF

IDI15B est un diffractometre a haute énergie (88,4 keV) adapté pour étudier des
matériaux polycristallins, monocristallins ou les matériaux amorphes. Son détecteur
bidimensionnel, MAR345 (MAR Research, Hamburg) de type «image plate », donne une
image en ligne (2300 pixels, un pixel = 0,15 mm). L’image est constituée des anneaux de

Debye.
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Monochromateur | :
courbe : ' i/
S (51 1) _ I
. faisceau :
faisceau B Monochromatique [ XZB
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Figure 15 : Configuration de la ligne ID15

Le détecteur
Bi dimensionnel

L’échantillon

Les fentes

Figure 16 : L’instrument ID15B
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8-5. EKtude structurale de l’os cortical par rayonnement
synchrotron

Pour cette étude, nous avons utilisé de 1’os cortical bovin. Le premier échantillon
n’a subi aucun traitement thermique dans le four et le second échantillon d’os est chauffé a

625°C pendant 3 jours.

La taille de faisceau est 350 x 350pum?, la longueur d’onde est 0,12A et le temps
d’acquisition pour chaque image est 2 minutes (40s d’exposition + 80s de lecture de la plaque

image)

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures suivantes :
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Figure 17 : os bovin naturel
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Figure 18 : Os bovin chauffé a 625°C

Nous constatons clairement que la technique utilisant le rayonnement synchrotron
permet d’obtenir un diagramme de diffraction exploitable sur 1’os cortical sans chauffage.

Nous observons une meilleure résolution apres chauffage avec un bruit de fond tres faible.

8.6. Conclusion

La technique utilisant le rayonnement synchrotron permet d’étudier la structure de
I’HAp dans I’os cortical sans €tre obligé d’éliminer la partie organique. Apres chauffage, nous

obtenons des pics de diffraction bien résolus en 2 minutes seulement.

9. Caractérisation physico-chimique de ’interface os-implant

9.1. Introduction
L’étude par la fluorescence X utilisant les rayonnements intenses de synchrotron

équipé d’éléments de focalisation, permet d’avoir des informations physico-chimiques de

I’interface os-implant. Nous proposons d’utiliser cette méthode avec une résolution de 1 um
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afin de connaitre exactement la répartition de chaque élément principaux dans I’os ainsi que

dans I’implant [38,39,40,41,42,43]

Notre but est de tracer une cartographie de composés minéraux de 1’0s
particulierement le calcium et le phosphore pres de l'interface récemment reconstitué. Nous
devons également pouvoir €tre en mesure d’observer la diffusion éventuelle du titane a
lI'intérieur de 1'os (échange ionique) et avoir acces a 1'état chimique du composé de titane a

l'interface os-implant.

Cette étude nous permet d’obtenir quelques informations sur la biocompatibilité et

le biorésorbabilité de 1'implant.

9-2. La Fluorescence X

9.2.1. Introduction

La fluorescence X est une technique d'analyse multi-élémentaire rapide, non
destructive. Le perfectionnement continu des spectrometres a permis aujourd’hui d’améliorer

la résolution.

9.2.2. Le principe de la fluorescence X

Quand le rayonnement incident possede au moins 1’énergie nécessaire a 1’éjection
d’un électron d’un niveau K ou L d’un des éléments présents dans 1’échantillon, un
rayonnement de fluorescence X est émis, dont la longueur d’onde 1’ est supérieure a celle du
rayonnement incident. Le caractere perturbant de ce rayonnement est treés variable suivant la
composition de 1’échantillon, le type du montage et les caractéristiques du systeme de
détection. La quantité a retrancher de I’intensité produite par 1’échantillon Z,.,(s) s’écrit en fait
aA’ (). Ipuo
Ou:

> Iy, est 'intensité indépendante de s émise par I’échantillon irradié,
» a est le taux de fluorescence non-rejeté par le systeme de détection
» A’(s) est le facteur d’absorption de I’échantillon pour le rayonnement de longueur

d’onde A’
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Le facteur A’ se distingue du facteur A par le changement du coefficient p en @’
au cours du trajet dans I’échantillon. Un calcul validé par I’expérience fait toutefois apparaitre
que pour le cas courant d’un écart faible entre p et p’, les relations établies pour le
rayonnement cohérent de longueur d’onde A restent valables pour le rayonnement de

fluorescence de longueur d’onde A’.

9-2-3.1ID21 a PESRF

raster scanned
Aperture T,

Zone plate
Crystal objective lens —g
monochromator

Lndulator

Fluorescenoc

w detactor

| —

Figure 19 : Caractéristiques de ID21

L’instrument ID21 [44] a ESRF est équipé d'un microscope de balayage par
rayons X (SXM), utilisant une zone plate de Fresnel en tant que systeme optique focalisant
pour produire de la sonde submicronique avec les divers mécanismes de contraste. Ceci nous
permet d'obtenir une image globale in situ des différents environnements des ions de
phosphore, de calcium et de titane dans 1'os en travaillant a 1’énergie spécifique pres du seuil
d'excitation du titane 5 Kev, cette énergie permet d’observer aussi les autres ions puisqu’elle

est plus grande que les énergies d’excitations du calcium (3,8 Kev) et du phosphore (2 Kev).
Nous nous proposons d’étudier 1'évolution de la reconstitution osseuse a I’interface

os-implant (revétu ou non d’HAp) et d'analyser particulicrement 1'état chimique des différents

constituants de I'implant ainsi que de l'os reconstitué a l'interface par une analyse de
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fluorescence a haute résolution. Dans ce but, nous avons réalis€¢ des expériences de
cartographie de fluorescence des éléments existant dans 1’implant : titane, phosphore et

calcium, avec une résolution spatiale de 1’ordre du micrometre autour de l'interface.

Cette étude nous permet de confirmer 1’existence ou non de composés a I’interface

de I’implant-os.

Ces résultats de fluorescence peuvent nous permettre une meilleure compréhension

du phénomene de la tolérance de 1'implant et de son intégration dans le corps.

9.2.4. Méthodes et résultats

L’échantillon d’os avec I'implant a été placé dans un porte-échantillon, puis il a

été mis dans une enceinte sous vide afin de réduire le bruit de fond (Figure 20).

Figure 20 : I’échantillon placé sur le porte échantillon

Nous avons fait un scan de chaque coté de I’implant avec une résolution spatiale
de 1pum. Les résultats obtenus sont donnés dans les figures 21, 22, et 23 sur la face revétue

d’HAp et dans les figures 24, 25 et 26 sur la non revétue d’HAp.
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27

Figure 21 : Cartographie de titane Figure 22: Cartographie de calcium

Figure 23: Cartographie de phosphore
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Figure 24 : Cartographie de titane Figure 25 : Cartographie de phosphore

Figure 26 : Cartographie de calcium

Les cartes de fluorescence X tracées de chaque coté de I’interface montrent qu’il

n’y a pas de diffusion de titane ni a I’interface os-implant ni dans I’os.
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Face non revétue d’HAp:

Les cartographies des principaux constituants de I’os (le phosphore et le calcium)
proches de I’implant, montrent que la diffusion du calcium et le phosphore a I’échelle du
micrometre semble insuffisante et peut indiquer un décollement ou une absence injustifiée de

la structure osseuse au voisinage immédiat de I’interface.

Face revétue d’HAp:
D’apres les trois cartographies tracées, nous n’observons aucune espace libre entre
I’os reconstitué et 'implant. A 1’échelle du micrometre, les constituants de 1’os sont présents

au voisinage immédiat de I’implant.

9.2.5. Conclusion

Les résultats obtenus confirment que dans 1’échantillon utilis€ aucune trace de

titane n’a été observée dans le nouvel os constitué.

La face revétue d’HAp permet la reconstitution osseuse, les cartographies tracées
confirment 1’ostéoconduction d’HAp, la propriété qui donne a la surface revétue la capacité
de permettre la repousse osseuse.

La technique de la fluorescence X utilisée par les rayonnements synchrotrons et
avec une résolution de 1 um donne encore une autre preuve de l'intérét d’opérer a un

revétement des implants par I’ HAp.
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10. Conclusions

L’utilisation des deux méthodes de caractérisation, rayonnement synchrotron et
diffraction de neutrons sont des techniques qui permettent 1’étude en résolution spatiale de
I’HAp dans I’os cortical. La partie organique de 1’os donne un bruit de fond trés important qui
masque tous les pics de diffraction neutronique. Nous avons résolu ce probleme en réduisant
ce bruit de fond par traitement thermique. Ce chauffage n’a pas d’effet sur la structure d’HAp,
cette méthode de préparation d’os avant diffraction neutronique apparait la plus adaptée. Les
expériences de diffraction de rayonnement synchrotron menées sur 1’os cortical permettent
une analyse structurale sans étre obligé de chauffer I’os, cependant le chauffage améliore la

résolution des pics de diffractions de I’'HAp de I’os.

La technique de la fluorescence X sur ID21 n’a montré aucune diffusion du titane

dans 1’ os reconstitué.

Jusqu’a présent, aucune étude non destructive n’a été effectuée sur 1’os cortical a
I’interface os-implant. L’os cortical possede une orientation préférentielle, la compréhension
de I'intégration de I’implant dans 1’organisme passe alors par la caractérisation du nouvel os
reconstruit a 1’interface, notre motivation est d’étudier la distribution d’orientation des
cristaux d’HAp dans I’os en contact avec un implant revétu d’HAp et comparer les résultats
obtenus avec I’implant non revétu d’HAp. Cela va nous permettre de bien comprendre
I’évolution des propriétés a la surface de I'implant. Nous pouvons alors mettre en place la

méthode d’étude de la texture grace au rayonnement synchrotron et aux neutrons, ce que nous

allons présenter dans le chapitre suivant.
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Chapitre 11

Méthode de caractérisation de la
reconstruction osseuse par diffraction
neutronique et rayonnement synchrotron a
partir de ’analyse de la texture
cristallographique

1. Introduction

L’orientation préférentielle ou texture cristallographique est définie par une
distribution non aléatoire des cristaux dans le matériau polycristallin [1]. L’étude de
l'orientation préférentielle est identifiée comme une technique importante pour la
compréhension des structures de matériaux polycristallins. Un des problémes principaux en
science des matériaux est de relier les propriétés physiques anisotropes d'un matériau
polycristallin a l'alignement préférentiel des constituants dans certaines directions, et est
souvent 1ié a un procédé d’élaboration des matériaux. Depuis de nombreuses années, le
développement de métaux texturés ou de polymeres texturés est un axe de recherche essentiel
dans I’amélioration du comportement et de la durée de vie des composants. Plusieurs secteurs
de recherche sont aujourd’hui concernés comme 1’électronique : 1’élaboration de films minces,
la texture ne contrdle pas seulement les propriétés électriques mais également la stabilité
mécanique des films (par exemple : films de polysilicone utilisés dans les déclencheurs). En
géologie : la texture fournit des informations sur I'histoire de la déformation des roches et elle
permet d’interpréter 1'anisotropie observée dans la propagation sismique des vagues dans les
océans [2,3,4]. Dans notre étude, la texture est présente dans les biomatériaux, pourtant le
rapport entre les propriétés mécaniques des os et l'alignement des cristaux d’hydroxyapatite
dans I’os n’a encore jamais été étudié€ en résolution spatiale, a 1’exception des travaux de G.
Bacon qui a jeté les bases de 1’analyse de la texture dans les biomatériaux [5]. Dans beaucoup
de cas, la caractérisation de texture a une influence importante dans la résolution et

I’affinement des diagrammes de diffraction sur poudre. Dans un effort de caractérisation des
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textures a toutes les échelles, du micrometre au centimetre, les chercheurs ont employé une
gamme croissante de techniques pour caractériser quantitativement la texture. Dans ce
contexte, l'utilisation de grands équipements tels que les synchrotrons et les sources de
neutrons, est particulierement importante et trouve une nouvelle application dans 1’étude des

biomatériaux.

2. Définition de la texture

A T’état solide, le polycristal est constitué d’un ensemble de grains. On considere

que chaque grain est un monocristal dans 1’hypothese d’une structure homogene.

L’orientation cristalline d’un grain dans un matériau est alors définie par la
position des plans cristallographiques de son réseau cristallin dans un repére lié au matériau
lui-méme. Ce repere est appelé repere macroscopique noté Rg. Le repere cristallographique

est noté R..

Rg

Figure 1 : l'orientation des grains dans ’échantillon

La texture d'un matériau polycristallin est définie par la fraction de volume des

cristaux ayant la méme orientation g définie par [6] :

av
—dX/ = f(g)
2
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Beaucoup de représentations sont utilisables pour définir I'orientation g. Parmi les
plus répandues citons : la matrice gj;, les indices de Miller cristallographiques (hkl)[uvw], les

angles d’Euler {@,y,0} ainsi que {dpky, 0}.

On peut les présenter selon 1’équation suivante :

8 81 83
8=18a 8»n 8 :(hkl)[uvw]:{¢,}(,a)}
831 83 83

En absence de texture la fonction f(g)peut s’écrire : Jisotrope (g)=1

Ceci signifie que 1'intégrale de 1'espace complet d'orientation équivaut a unité

§rle)dg=1 : dg= 871[2 sin y dg dy dw

Et I’élément d'orientation dg est exprimé en fonction des angles Euler.

La mesure de texture est souvent basée sur la détermination des fonctions de

distribution des orientations..

X

Figure 2 : le repere cristallographique et le repere macroscopique
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D’apres le schéma ci-dessus si on considere que : h= [hl,hz,h3]= {®(hkl), nhkl)}

est 'orientation de la normale aux plans (hkl) du cristal dans le repere relatif Rc et

N

§=[y1,y2,y3]={0{, B}est Torientation de 1’échantillon défini dans le repeére Rg lié a

I’échantillon.

La fonction de distribution d'axe A(fz, }) est l'intégrale de la fonction f(g) de

tous ces cristaux pour tout h parallele a y

A@?%% jf(g%il//=L [ 1o 0.0.)dw

27
P (k1) Ha 5}

- -

y est I'angle de la rotation suivant la direction commune hil'y

Si la direction du cristal # est constante, la fonction A(ﬁ, i) est la figure de pole,

si la direction d'échantillon Yy est constante, la fonction A(ﬁ , y) est la figure de pole inverse.

NN P.(a, B) : figures de pole
— — h

A(h,yj —A({e(hkl)’y(hkl)}’{a,ﬁ})_ R. (e(hkl)’ 7(hkz)) . figures de poles inverses

;

Une figure de pdle permet de représenter la fraction de volume des cristaux ayant

une direction cristallographique particuliere h parallele a la direction d’échantillon y .

Les figures de poles inverses, en particulier celles des importantes directions du
d'échantillon, par exemple roulement, transversales et normales, sont étroitement liés aux

propriétés physiques du matériau dans ces directions [7].

Y (s
- PZ( yj =P (@ B) ;. dQ=sinadadf

dQ est l'élément d’angel solide.
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Punl@.B)=~_ [Fe)av=—" [flp.0.9.) dy

i (hkl) L{ce, B}

Ou W est une rotation suivant la direction de diffraction. SIhl y, I'équation ci-

dessus s'appelle généralement 1'équation de base, dont l'analyse de texture a partir de la

fonction de la distribution d'orientation (FDO), f(g), peut étre calculée.

Pour un matériau isotrope :

P (s B oirpe =1

3. Mesure des figures de poles expérimentales

3.1. Analyse de la texture par diffraction sur poudre

La mesure de la texture est habituellement effectuée au moyen de la technique de
diffraction de neutrons et de rayonnement synchrotron. Les instruments doivent étre équipés

d’un berceau d’Euler ou d’un détecteur bi-dimensionnel.

Déterminer la texture d’un échantillon consiste alors a évaluer les orientations

cristallographiques préférentielles des grains qui le composent.

L’analyse de la texture passe par la détermination de figures de pdles qui donnent
la densité des poles (hkl) en fonction de leur orientation par rapport a I’échantillon. La sphere
des pdles est une surface sphérique de rayon égal a I’unité, sur laquelle est matérialisé, par un

point P, son intersection avec la direction 7, considérée (7, €tant la normale au plan (hkl))

[8,9].
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Sphere de poles

Plan de
projection

Echantillon

Figure 3 : la projection stéréographique

Une figure de pdles est la projection stéréographique de 1’ensemble des normales a
une famille donnée de plans réticulaires (hkl), de tous les grains d’un échantillon, projeté dans
un plan de référence. Elle permet de visualiser le point d’intersection P’ entre la droite reliant
P au pdle Sud (S) de la sphere des poles et le plan équatorial. Une figure de pdles comporte
des lignes de niveaux qui relient les points possédant une méme intensité, c'est-a-dire les

orientations suivant lesquelles la densité des plans (hkl) est identique.

Pour obtenir une figure de podles complete, 1’échantillon effectue deux rotations

autour de deux axes perpendiculaires :
Une rotation de déclinaison d’angle x autour d’un axe appartenant a la surface de

I’échantillon. % détermine 1’angle mesuré a partir de la direction normale (DN), et varie de 0 a

90°.
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Une rotation azimutale d’angle ¢ autour de 1’axe perpendiculaire a la surface de
I’échantillon. ¢ détermine 1’angle mesuré a partir de la direction de laminage (DL), et varie de

0a 360°.

La position de chaque normale 7, est alors définie par les coordonnées (X,9).

4. Affinement des diagrammes de diffraction sur poudre

La technique de diffraction sur poudre doit s’affranchir de quelques difficultés et

nécessite une méthode d’affinement. Cette méthode est la méthode Rietveld.

4.1. Profils des raies de diffraction

Le profil expérimental h(x) d'une raie de diffraction est le produit de convolution

d'une fonction instrumentale f(x) et du profil 1ié a la microstructure de I'échantillon g(x) :
h(x)= £(x)® g(x)= [ f(x)g(x—y)dy

4.2. Contribution Instrumentale

Les éléments suivants contribuent a limiter la résolution instrumentale:
» Ladivergence du faisceau et la dispersion en longueur d'onde de la source,
» La mosaicité du monochromateur, la largeur des fentes, et la mauvaise
planéité de 1'échantillon,
» Le fond continu expérimental constitué par le bruit électronique du

détecteur, la diffusion par l'air et I'environnement de 1'échantillon.

L'élargissement angulaire des raies dii a l'instrument est souvent décrit par la

fonction de résolution de C. Gaglioti et al [10] : H = \/ Utan*@+Vtan@+W

H représente la largeur a mi-hauteur de la réflexion de Bragg située a l'angle 26.
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Les profils de raies sont en général décrits par un mélange de fonctions
lorentzienne et gaussienne. C'est le cas de la fonction de Voigt normalisée définie par le
produit de convolution d'une lorentzienne et d'une gaussienne et qui est bien adaptée a la

description des profils expérimentaux.

La fonction gaussienne est définie par :

dog)=2 [E2 i
H\ 7
La fonction lorentzienne est définie par :
L(20) =2 !

(1 + ;2 (26-26,, )ZJ

La fonction de Voigt normalisée est :

Q(26)= %Re erf(ﬁ 20-26,,|+ iLJ

ﬁG ﬁG\/;

O erf est la fonction d’erreur complexe : erf(x)= % I e dt
7 0

BL et Pg sont les largeurs intégrales respectives des composantes lorentzienne et

gaussienne

La fonction de Voigt peut étre approximée par la fonction appelée Pseudo-Voigt,

qui représente la combinaison linéaire d'une gaussienne et d'une lorentzienne, soit :
Q (20) =m L(26, H) + (1-n) G(26, H)

n indique la proportion de la lorentzienne par rapport a la gaussienne.

4.3. Méthodes d'ajustement de profils

4.3.1. Affinement de structure par ajustement de Profil total
En 1969, Hugo Rietveld [10] a introduit une procédure d'affinement de structure a
partir de données sur poudres lorsque la structure de 1'échantillon est approximativement

connue. Cette méthode est la plus couramment utilisée pour l'affinement des structures

cristallographiques. De nos jours, il existe plusieurs méthodes basées sur le calcul ab-initio.

67



Chapitre II : Méthode de caractérisation de la reconstruction osseuse par diffraction neutronique et rayonnement
synchrotron a partir de 1’analyse de la texture cristallographique

La procédure d'affinement minimise, par méthode des moindres carrées ou de

. . . 2
maximum de vraisemblance, la fonction : M = z w; {yo,,s_ = Yute }
i

Ou w;i = l/oi? est la pondération affectée a l'observable y,, —(nombre de coups

observés au pas i ) dont o; est I'écart type.

Pour les affinements par moindres carrés, le poids statistique est égal a 1/yqps i,

alors que pour un affinement par maximum de vraisemblance, il vaut 1/yc,ci -

Y cate, €St 16 nombre de coups calculés au pas 1 et défini par :

Veate, = Vb, T zslzmlkLplkOIk‘Flk‘ZQﬂkT
! k

Ou [ = indice de sommation sur les différentes phases en présence,
k = indice de sommation sur les réflexions voisines contribuant au pas i,
S; = facteur d'échelle entre les valeurs observées et les valeurs calculées,

my =facteur de multiplicité de la k*™ réflexion,

Lpi = facteur de polarisation (et de Lorentz),

Oy = facteur décrivant les effets d'orientation préférentielle,

Fi. = facteur de structure (incluant les termes de l'agitation thermique),

T = facteur d'absorption,

Q ik = fonction de profil expérimental décrivant les pics.

La minimisation de la fonction M permet d'obtenir les positions des atomes dans la
maille, ainsi que les parametres de déplacements associés (décrites de fagon isotrope ou
anisotrope). Il est possible également d'ajuster les taux d'occupation des atomes sur leurs sites

cristallographiques.

Les résultats des ajustements sont controlés par différents facteurs de confiance,

qui déterminent la qualité du traitement :

z w; (y obs; — Yeale, )2

i

Z w; (y obs, )2

Le résidu de profil pondéré : R, , =100
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2

yobx - ycalcl
Le résidu de profil non pondéré : R, = 100iz—
yohsi

Ou y,,, estl'intensité intégrée observée de la i réflexion.

Blle siécrit :1,,, = > 1., @, ~2 20
k

calcy - ybk

On utilise parfois le "R-structure facteur" défini par :

R, =Z‘\/1()bsi _\/Icalc,. /ZM

Le résidu lié aux fluctuations statistiques en l'absence d'erreurs systématiques :

R,, =100

Le test statistique de l'ajustement noté y2 ou g.o.f. (goodness of fit) doit tendre
vers 1 pour un affinement réussi.

2

R M

2 wp

Y =R ] T N-PrC

exp

Avec N-P+C est le nombre de degré de liberté

N : est le nombre d'observations indépendantes

P : est le nombre de parametres ajustés

C : est le nombre de contraintes entre ces parameétres

M : est la fonction a minimiser

Cette méthode permet d'affiner, a partir de 1'exploitation d'un diagramme de
diffraction de rayons X, de neutrons ou de rayonnement synchrotron sur poudre, la structure
cristallographique des composés, en connaissant approximativement les parametres de maille

et le modele structural du composé étudié.
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La principale limitation de cette technique est liée au recouvrement des raies de
diffraction. Celui ci peut empécher une séparation convenable des contributions de réflexions

voisines et donc fausser la détermination des intensités intégrées de chacune d'elles.

4.3.2. Ajustement individuel des profils expérimentaux en présence

de texture

Cette méthode consiste a ajuster une fonction analytique sur un profil expérimental,
sans aucune référence a la maille ou a la structure cristallographique du composé. La seule
contrainte est liée au choix du profil analytique de la raie dont l'intensité, la position angulaire
et la largeur a mi-hauteur sont des parametres ajustables par une méthode de minimisation par

moindres carrés ou par maximum de vraisemblance.

Dans le cadre de travail sur les os, on est en présence d’orientations préférentielles,
(textures), donc il faut rajouter d’autres algorithmes a la méthode Rietveld pour résoudre ce
changement d’intensité des pics de diffraction. Les trois algorithmes les plus utilisés qui

seront décrits brievement sont : la méthode harmonique, WIMV et E-WIMV.
4.3.2.1. La méthode harmonique

Les fonctions de distribution des orientations peuvent étre calculées a partir des

-

figures de pdles déterminées expérimentalement Pﬁ( yj en résolvant la relation fondamentale
h

de l'analyse de texture suivante [11,12]:
- 1 —
P[y)=55 [z =laphe=lrpa)
h 2 Wiy
Une solution analytique de 1’équation est connue par un type spécial de fonctions.

Ce sont les fonctions harmoniques k' (y) et. 7""(g). Alors I’équation peut s’écrire :

1 2 -
. Tmn d — k m h kﬂ
o I (g)Z 21 ( ) z()’)

hil'y

il y a une telle fonction 7,"(g) pour chaque combinaison possible des index 1, m,

n, les fonctions avec des valeurs basses de 1 étant des fonctions de "longue vague", qui
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signifie de longues ou courtes distances angulaires entre des voisins maximum et minimum

des fonctions.

N’importe quelle fonction f(g) peut se composer en ajoutant des fonctions 7, (g)

(c.-a-d., chaque fonction est multipliée par un facteur approprié C;"" ) :

o+l 4l

@)= >crrm(g)

=0 m=—In=—1

C'est le principe général de I'expansion en séries, qui est bien connue sous forme

d'analyse de Fourier, ou les fonctions spéciales sont des fonctions de sinus ou de cosinus. Les

fonctions harmoniques 7,™ (g) sont des fonctions de trois variables, et leurs formes sont plus

compliquées que dans l'analyse de Fourier, mais le principe est identique. De méme, la

—

fonction P{ yj peut se composer de fonctions k,”(y) (c.-a-d., elle peut se développer en
h

séries harmoniques k/'(y) avec des coefficients appropriés F,"(h)) [11]:

o+l

Ps)=3 S F WK G)

1=0 n=—-1
La fonction F"(h)est définie par :

+1

n 47[ mny, *m
F, (h)_ ZC/ k, (h)

C2A+14

4.3.2.2. Méthode de Williams-Imhof-Matthies-Vinel (WIMYV)
[Willams 1968, Imhof 1982, Matthies et Vinel 1982]

L'approche de Willliams-Imhof-Matties-Vinel (WIMV) [13,14], pour l'affinement
de la distribution des orientations est une maniere itérative. Il est basé sur l'affinement de f(g)

alétapen + 1:
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Le nombre N, est un facteur de normalisation. Les valeurs P, (y) sont calculées a

chaque cycle. La premigre étape de cette procédure c’est d'évaluer 1°(g) :

1

fo(g):No[ﬁﬁPhexp(y)] h

h=1 m=1

Tel que P (y) représente la valeur mesurée.

L'algorithme WIMV maximise les valeurs minimales des Fonctions de

Distributions des Orientations (FDO) et 1'acuité de texture.

4.3.2.3. Le modele Prolongé de WIMYV : E-WIMV

La méthode réguliere de WIMV nécessite que les fonctions de distribution des
orientations se décrivent en nombre fini de cellules régulieres. A l'intérieur de chaque cellule
une valeur discréte de FDO est associée. Quand le calcul de WIMYV est inséré a l'intérieur de

la procédure d’affinement de Rietveld, il exige deux étapes additionnelles :

» l'extraction des figures de poles ou le poids de la texture.

» l'interpolation de ces poids pour affiner la grille régulicre.

L’approche E-WIMV peut étre employée avec un remplissage irrégulier de
l'espace des FDO. Elle est basée sur un concept de projection de la méthode de ADC [15]. La
prolongation de la méthode fournit un arrangement itératif de 1'affinement des FDO qui est
tres pres de la maximisation de l'entropie [16]. La méthode d'E-WIMYV s'appelle souvent le
WIMV Entropie-modifié [17,18]. Les valeurs de cellules de FDO sont calculées par un

algorithme itératif d'entropie qui inclut les poids de réflexion :
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r, est un parametre de relaxation tels que O<r ,< 1, M, est le nombre de points de
division pour la discrétisation de l'intégrale de toutes les orientations autour du vecteur de
dispersion pour la figure de pdle h. Le poids de réflexion W jest présenté pour tenir compte
de l'exactitude des différentes réflexions plus intenses et moins plus recouvertes en ce qui
concerne les plus petites, il est calculé de facon analogue aux facteurs de poids de l'analyse

de Rietveld [13].

4.3.2.4. Facteurs de force de la texture

Une fois f(g) obtenue, on peut calculer les facteurs qui donnent une évaluation de

la force de texture.

4.3.2.4.1. Indice de Texture

Le premier parametre de force de texture est I'index de texture [Bunge 1982]

(exprimé en m.r.d.z) :

F =l Z[f(gi)]zAgi

87

Avec Ag, =sin SABAaAy est le volume des cellules de 1a FDO.

4.3.2.4.2. Entropie de Texture

Le deuxieme parametre global de force de la texture est la mesure du désordre de

texture, évaluée par le calcul de I'entropie :

81’

e > fg:)in (g, Ag,
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Nous avons utilis€ durant tous nos travaux le logiciel MAUD. Ce logiciel est
probablement 1’outil le plus complet qui rassemble la méthode Rietveld et les algorithmes de

texture [19].

5. Le programme MAUD (Material Analysis Used Diffraction)

5.1. Introduction

Dans le domaine de I’analyse des textures, nous avons besoin d’outils de plus en
plus sophistiqués pour obtenir le maximum d’informations sur un matériau analysé a 1’aide de
techniques de diffraction. Actuellement, des outils informatiques trés puissants permettent de
rassembler en peu de temps une grande quantité de données. Il est cependant difficile de
traiter toutes ces données par une maniere traditionnelle fastidieuse méme avec des stations de
travail trés puissantes. En bref, le temps de traitement par un ordinateur de la derniere
génération est aujourd’hui sensiblement diminué. Cependant, le nombre de données collectées
augmente également avec un temps de mesure accordé a I'utilisateur, temps qui est toujours
identique et limité. Ceci mene a la conclusion que beaucoup de données et/ou d’informations
rassemblées par les instruments sont perdues ou jamais exploitées. La solution consiste alors a
développer de nouveaux outils d’analyse qui permettent de traiter plus de données et
optimiser le temps de mesure accordé a chaque utilisateur qui souhaite utiliser les grands

instruments. Le logiciel MAUD répond a cette attente.

5.2. Principaux dispositifs de MAUD

L. Luttorotti a développé un logiciel particulierement performant et basé sur la
méthode de Rietveld pour une analyse quantitative comportant deux modes d’affinement.
MAUD « Material Analysis Used Diffraction» est écrit en Java et permet de 1’adopter a toutes

les machines actuelles.
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Figure 4 : le programme MAUD

Les caractéristiques de Maud sont :

» Affinement simultané de la structure du cristal, élargissement des raies,

texture, déformation et analyses quantitatives de phase.

> Echantillons multiples, phases, spectres de diffraction, et géométries

d’instrument utilisées et analysées en méme temps.

» Les données de diffraction de rayon X, synchrotron, neutron, peuvent

étre affinées.

» L’affinement des diagrammes est effectué en deux modes soit
automatique, soit en mode manuel ; le mode automatique appelé « magicien » permet
a 'utilisateur de sélectionner le genre d’analyse a exécuter : analyse quantitative de

phase, analyse de structure du matériau ou analyse de texture.

» beaucoup de méthodologies différentes peuvent E&tre ajoutées au
programme par l'utilisateur sans connaitre nécessairement la structure interne du
programme. Par exemple: la géométrie de I’instrument utilisée, la correction,
calibrations, les formats de données, les algorithmes de texture, I’extraction des

intensités des pics, etc.

» introduire dans la base de données en méme temps de nombreuses

phases de 1’échantillon, des instruments et des ensembles de données etc.
» Importer les formats CIF (les fichiers d’informations d’un cristal)

» Supporter de multiples formats : par exemple, GSAS, D1B. Pour lire les

données de D20, il suffit de suffit de choisir un format compatible des fichiers.
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La seule vraie limite de MAUD est la mémoire de 1’ordinateur. Dans notre étude,
nous avons traité conjointement 360 diagrammes de diffraction collectés sur D20 et 684
diagrammes de diffraction collectés sur IDI5SB. Pour affiner simultanément tous ces
diagrammes, I’ILL dispose de machines de derni¢re génération, 1’affinement de chacun des

diagrammes, de diffraction a nécessité entre 2 et 5 heures.

6. Caractérisation de la texture de I’os cortical par diffraction de
neutrons
6.1. Introduction

L’analyse de la texture par la diffraction des neutrons a été appliquée pour la
premicere fois par Brockhouse [20], afin d’essayer de déterminer la structure magnétique d’un
acier. Les études de texture par diffraction neutronique sont bien développées avec I’arrivée
des nouvelles générations des réacteurs a haut flux comme I'ILL [21,22]. La distribution de
longueur d’onde du neutron thermique est un large spectre avec une créte a 1 et 2A.
L’inconvénient principal des neutrons est que I’interaction avec la matiere est faible, et de
longs temps de comptage sont nécessaires. L’interaction faible est cependant un avantage car
elle permet a la fois une pénétration élevée et une faible absorption, rendant la diffraction des
neutrons appropriée aux analyses de texture en profondeur [23]. En raison de la faible
absorption, des équipements annexes (chauffage, refroidissement, contraintes) peuvent étre
utilisés pour 1’observation in situ des changements de texture. Une expérience
conventionnelle d’analyse de texture par diffraction de neutrons, emploie le rayonnement
monochromatique produit par un monocristal. Un goniometre permet de couvrir la gamme
entiere d’orientation angulaire. Un PSD permet I’enregistrement du diagramme complet de

diffraction.

La technique de la mesure de la texture doit étre mise en place afin de caractériser
I’HAp dans l'os cortical prélevé sur des animaux a l'interface os-implant. L’étude de
I’interface os-implant nécessite 1’utilisation d’une fente pour définir la taille du faisceau de
neutrons et doit étre conservée dans toutes les positions des angles y et @. Cette fente doit étre

alignée avec le centre de berceau d’Euler, dans I’axe de 1’échantillon et le faisceau primaire.
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Le schéma suivant montre la fente installée au centre de berceau d’Euler,

I’épaisseur est ajustable suivant le volume de I’échantillon désiré.

Echanti

Fente en
cadmium

Fente (0,5%x9mm?)

380

[ ]
Figure 5 : la fente en cadmium (0,5x9mm’) placée sur le berceau d’Euler

Pour vérifier I’utilité et I’intérét expérimental de ce masque, nous avons préparé un
bloc osseux constitué de deux cubes d’os cortical prélevés dans le méme tibia du beeuf. Les
deux morceaux ont été collés pour former un seul échantillon d’os (10x5x5 mm°) avec deux

orientations préférentielles déja connues au départ de 1I’expérience selon la figure 6.
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La structure osseuse a été placée dans le berceau d'Euler. Nous avons procédé a un
balayage a I’interface des deux cubes d’os. La taille du faisceau est Immx9mm et la longueur
d’onde A= 2.41 A. Le bloc osseux ensuite a été tourné avec un pas identique en @ et en ) , AQ
= Ay =10° avec ¢ apartir de 0° a 360° et x de 0° a 90°, avec des conditions expérimentales
exigeant que ® soit constante a 90°. L'acquisition de données a été faite au cours du
mouvement @. Pour chaque degré de rotation, le moteur s'arréte pour une durée de temps
constante selon un cycle de rotation ¢ de 10°, 1'acquisition accumulée pendant ces dix étapes
de mouvement de moteur est attribuée a 1'angle moyen de rotation de ¢. Cette méthode permet
de gagner une heure de temps mort normalement dépensé sur le mouvement du moteur et sans
perdre I'information sur les orientations des cristaux d’HAp. Pour tracer une figure de pdle

complete, il faut environ 6 heures d’acquisition pour chaque tranche de 1 millimetre du tibia.

L’échantillon, placé sur I’instrument D20, est en géométrie de réflexion qui est
définie par : _

/ Faisceau incident

Faisceau diffracté

Le
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figures 8 et 9 présentent les diagrammes de diffraction de la structure osseuse a
x=90° et x=0°

%1073

Intensity [Count]

1
30.0 40.0 50.0 £0.0
2-Theta [degrees]

Figure 8 : Diagramme de diffraction a Y=0°
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*107 00,0

50.0

Intensity [Count]

|
20.0 40.0 50.0 60.0
2-Theta [degrees]

Figure 9 : Diagramme de diffraction a Y=90°
Les figures 8 et 9 montrent clairement 1’existence de la texture dans 1’os cortical

suivant le plan (002).
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La figure 10 représente I’affinement de Rietveld de la somme de tous les

diagrammes de diffraction de la structure osseuse (360 diagrammes).

10 11

20_

‘

Figure 11 : Les figures de poles de I’os du beeuf montrent la présence
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Pour montrer le changement de la texture a I’interface des deux structures osseuses,
les trois algorithmes, harmonique, WIMV et E-WIMV ont été utilisés pour décrire la texture,
les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux 1, 2 et 3, les figures en haut sont a

Imm de I'interface et en bas a —1mm de I’interface (1’échelle est normalisée).

6.2. La méthode harmonique

Tableau 1 : Figures de pole tracées en utilisant la méthode harmonique

11 00

+ 1Imm

-1mm
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6.3. La méthode WIMYV

Tableau 2 : Figures de pole tracées en utilisant la méthode WIMV

11 00
+1mm

1.1
-Imm

6.4 La méthode E-WIMV

Tableau 3 : Figures de pole tracées en utilisant la méthode E-WIMV

00

+1mm

00

-1mm

.
.
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Toutes les méthodes utilisées (harmonique, WIMV et E-WIMV) confirment le

changement de I’orientation préférentielle a I’interface des deux morceaux d’os collés.

Les facteurs de confiance de I’affinement Rietveld de tous les diagrammes de

diffraction sont donnés dans le tableau 4.

Tableau 4 : les facteurs de confiance des trois méthodes

Méthode R,, % R, % R, % R, %
Harmonique 10,6 8.5 14,2 11,1
WIMV 10,5 8,5 14 11
E-WIMV 1,4 0,9 24 1,7

R, : Facteur de profil pondéré
R, : Facteur de profil non pondéré
R, : Facteur de profil pondéré (sans bruit de fond)

Ry : Facteur de profil non pondéré (sans bruit de fond)

Le tableau 4 montre que la méthode la plus appropriée pour I’étude de la structure

de I’ os est la méthode de E-WIMV.

RD ™ .3-43
% ~ 1 mrd
S

i & A 0.24

Figure 12 : Figures de pole inverses de I’os cortical
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6.5. Conclusion

Nous pouvons constater, d’apres les résultats des différentes figures de pdle
présentées dans les tableaux 1, 2 et 3, que le volume analysé a I’aide des fentes en cadmium
est caractéristique des évolutions de la texture de la structure osseuse sans interactions des
autres parties de I'os [24]. Cette méthode d’analyse va nous permettre de suivre la
reconstruction osseuse avec une résolution de 0,5 mm a partir de 1’interface os-implant de 1’os

cortical.

7. Caractérisation de la texture osseuse par rayonnement
synchrotron

7.1. Introduction

L'utilisation du rayonnement synchrotron dans 1’étude de la texture est
relativement récente. Elle correspond a l'arrivée des sources de troisieme génération et les
détecteurs bidimensionnels au milieu des années 90. Le rayonnement synchrotron a haute
énergie possede une brillance élevée et permet de mesurer la texture avec une résolution
élevée en utilisant la géométrie en transmission [25]. Ceci permet des mesures de texture en
résolution spatiale élevée. La taille réduite de rayonnement synchrotron permet de caractériser
la texture locale [26]. ID15B est équipé d’un détecteur bi-dimensionnel qui permet de tracer

une figure de poles en moins d’une heure pour nos différents échantillons.

7.2. Etude de la texture de 1’os cortical sur ID15B
7.2.1. Introduction

Nous avons conservé le méme échantillon d’os cortical caractérisé sur D20 afin de
comparer les mesures entre ID15B a I’ESRF et D20 a I'ILL. ID15B est équipé d’un détecteur
bi-dimensionnel. Il suffit simplement de controler la rotation de 1’échantillon suivant I’axe
principal de rotation Z. Les conditions expérimentales sont : la taille de faisceau fixée a
350umx350um, A=0.14A et la distance échantillon détecteur est 766,9 mm, pour chaque

image le temps d’acquisition est 120s.
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7.2.2. Résultats et discussions

Sur ID15B I’échantillon est placé en géométrie de transmission définie par le

montage de I’échantillon est réalisé selon la figure 15.

p

m Faisceau incident

Faisceau diffracté

Figure 13 : géométrie en transmission

L’image enregistrée sur le détecteur est représentée sur la figure 14 :

200 - b

800 - i i
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1800 - E
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2200 b

! I I 1
0 500 1000 1500 2000

Figure 14 : I'image constituée par les anneaux de Debye
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L’image enregistrée dans la figure 14, nous montre que I’intensité du plan (002)
n’est pas constante. Cette variation d’intensité est due a la distribution des cristaux d’HAp
dans I’os cortical. Afin de tracer les figures de pdle, les anneaux de Debye ont été intégrés
pour toutes les positions de @ mesurées suivant I’axe Z, avec ¢ compris entre 0° et 180°, le
pas de @ est: 10°. Le temps d’acquisition pour chaque pas de @ est de 2 minutes dans notre
cas pour chaque image enregistrée. Pour avoir une figure de pdles complete, le temps
d’acquisition total est : 2 minutes X19 (pas de @) = 40 minutes en ajoutant le temps mort de

déplacement des moteurs.

Intensité
¥

anneaux |
dzDebye déviation 20
Figure 15 : Intégration des anneaux de Debye
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Figure 16 : Affinement Rietveld sans texture de la somme de tous les diagrammes de diffraction
R (%)= 14.78
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Figure 17 : Affinement Rietveld avec la texture de la somme de tous les diagrammes de diffraction
R, (%)= 4.81
Apres affinement simultané de tous les diagrammes de diffraction par la méthode
E-WIMV, nous avons tracé les figures de pole des plans (111) et (002) ainsi que les figures de

pole inverses (figures 18 et 19).

Figure 18 : Figures de pole de I’os cortical du beeuf
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Figure 19 : Figures de pole inverses de I’os cortical du beeuf
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7.2.3. Conclusion

L’étude par rayonnement synchrotron a montré I’existence de I’orientation
préférentielle de ’HAp dans 1’os cortical. Les figures de pole tracées confirment la texture de
fibre caractéristique de I’os et déja mesurée par le technique de la diffraction des neutrons. La
taille du faisceau utilisée sur ID15B est plus petite par rapport a celle utilisée sur D20 et

permet de caractériser une texture locale de cristaux d’HAp pour la figure de pdle (002).

7.3. Conclusion générale

Nous avons pu, durant ce chapitre, mettre en place la méthode de caractérisation
de la texture de 1’os cortical par les techniques de diffraction neutronique et de rayonnement
synchrotron. Les travaux de caractérisation a I’aide de la diffraction de neutrons ou de
rayonnement synchrotron nous montrent clairement I’existence d’une texture de fibre dans
I’ os cortical suivant 1’axe principal de la force appliquée par le poids de I’animal. Les facteurs
de confiance de I’affinement Rietveld de tous les diagrammes de diffraction ont montré que la
méthode E-WIMV est la mieux adaptée pour décrire 1’orientation préférentielle de 1’os
cortical. L’utilisation d’une taille de 350 wm pour la sonde de rayonnement de synchrotron est
bien adaptée pour une analyse de texture locale dans 1’os cortical. Nous avons également
confirmé par rayonnement synchrotron que le seul plan peu affecté par la texture est le plan

(111) qui permet I’étude de I’indice de cristallinité.
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Les résultats obtenus nous permettent d’étudier la distribution des cristaux d’HAp
dans le nouvel os reconstitué a I’interface os-prothese. Notre étape suivante est de caractériser
le réarrangement des cristaux a D'interface os-implant aprés la reconstruction osseuse.
L’implant est composé d’un alliage de Ti avec une premiere face en contact avec 1’os et

revétue d’une couche d’HAp de 80 pwm et une autre face non revétue.

Notre travail consistera a caractériser cette interface os-implant.
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Chapitre 111
Application de la méthode de
caractérisation de la texture en

reconstruction osseuse

1. Introduction

Notre méthode de caractérisation de la texture et de la cristallinité, qui utilise la
technique de la diffraction de neutrons et de rayonnement synchrotron en haute résolution
spatiale trouve son application en implantologie. Sur le plan mécanique, le succes de la
reconstitution osseuse autour des protheéses dentaires ou orthopédiques dépend alors
directement de la distribution des orientations des cristaux d’HAp de 1’os reconstitué apres

I’implantation.

La détermination de la texture de 1’os reconstitué en contact avec I’HAp qui est
utilisé soit comme biomatériau de comblement ou comme prothése implantaire apporte pour
la premicre fois une analyse quantitative de la reconstitution osseuse. La distribution des
cristaux d’HAp dans ce nouvel os doit alors conserver 1’orientation préférentielle de 1I’os
d’origine afin qu’il n’y ait ni instabilité ni perturbation mécanique qui augmente le risque de

non-ostéointégration du biomatériau par le corps.

Nous allons appliquer notre nouvelle méthode de caractérisation dans deux

domaines d’utilisation d’HAp en reconstruction osseuse:

» Premierement : pour caractériser I’HAp utilisé comme biomatériau de

comblement avant et apres la reconstruction osseuse.
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» Deuxieémement : pour caractériser le nouvel os a l’interface os-implant,
I’'implant est le Ti-6Al-4V qui posseéde seulement une seule face revétue

d’une couche d’HAp.

2. Analyse de ’HAp comme matériau de comblement

Plusieurs laboratoires de recherches ont montré le potentiel des cellules souches,
Bone Marrow Stromal Cells (BMSC), dans la régénération osseuse. Une quantité considérable
de publications a mis en évidence les applications potentielles thérapeutiques de ces cellules
[1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14]. Une fois implantée in vivo, les BMSC semblent
reconstituer 1'os : a condition d’utiliser un support d’HAp synthétique suffisamment poreux
pour former le tissu osseux. Le support en géométrie tridimensionnelle fournit un site de
fixation des cellules et peut agir en tant qu'amorce pour la formation de nouveaux foyers de
matrice osseuse. Afin d'optimiser le procédé de régénération de 1’os, il faut cependant avoir
une connaissance détaillée des propriétés structurales et du mécanisme de croissance du tissu

nouvellement formé au cours de I’implantation.

Nous allons étudier I’évolution de la texture du biomatériau mis en nourrice Sous
le derme de la souris. Cette caractérisation va nous permettre de vérifier s’il y a une
reconstruction osseuse durant la croissance du tissu reconstitué et d’obtenir ainsi les

propriétés structurales de cet os nouvellement formé.

2.1 Protocole expérimental

Le protocole expérimental consiste a prélever des cellules souches de 1I’embryon
du mouton, puis les introduire a l’'intérieur d’un support d’HAp poreux (5%x5x5mm’).
L’échantillon constitué¢ du support d’HAp avec les cellules souches est implanté sous le
derme d’une souris pour se retrouver dans un milieu vivant qui permet aux cellules de
I’échantillon de se nourrir. Ce milieu permet la régénération d’HAp dans le support afin de
former un matériau osseux durant les trois mois de I’'implantation. Le but de ce protocole est
de prélever ce biomatériau aprés trois mois d’implantation pour 1’employer comme
biomatériau de comblement et de remplacement afin de réparer des déformations ou pertes
osseuses. Ce travail a été effectué par I’équipe de recherche de I’Istituto di Scienze Fisiche

Universita Degli Studi di Ancona (Italie) sous la direction du Pr. F. RUSTICHELLI.
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Nous allons utiliser notre méthode de caractérisation de la texture de 1’échantillon
avant chargement avec les cellules BMSC et apres implantation sur la souris. Le but de cette

expérience est d’observer la possibilité d’une orientation préférentielle du tissu osseux

reconstitué.

2.2 Résultats et discussions

L’échantillon avant implantation qui ne contient donc pas du BMSC a été étudié

selon la technique d’analyse de texture développée dans le chapitre 2. La taille du faisceau est

(0,5%9 mmz) la longueur est 2,41&.

L’affinement Rietveld en utilisant le programme MAUD de la somme de 360

diagrammes de diffraction de 1’échantillon est donné dans la figure 1
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Figure 1 : Affinement Rietveld de I’échantillon
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L’ affinement simultané des 360 diagrammes permet de tracer les figures de poles

de I’échantillon (figure 2).

Reconstructed pole figures

00

-1.08
-1 mrd

0.5

Figure 2 : les figures de poles de I’échantillon

Le biomatériau chargé en BMSC a été extrait apres deux mois d’implantation.
L’échantillon a été préparé par traitement thermique selon la technique décrite dans le

chapitre 2.
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L’affinement Rietveld qui utilise le programme MAUD de la somme de tous les

diagrammes est donné dans la figure 3 :
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Figure 3 : Affinement Rietveld de I’échantillon aprés avoir été implanté en nourrice

L’affinement des 360 diagrammes de diffraction permet de tracer les figures de

poles (figure 4).
20
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Figure 4 : Figures de pdle de I’échantillon apres avoir été
implanté en nourrisse
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Nous n’observons aucune texture significative sur les figures de pole tracées avant
et apres la reconstitution osseuse. La distribution des cristaux de 'HAp du nouveau tissu
osseux reconstitué ne suit pas de direction préférentielle. Les résultats de I’affinement des
différents diagrammes de diffraction montrent également qu’il n’y a pas de changement

structural de I’HAp apres I’implantation.

Pour analyser la qualité du tissu formé apres la reconstruction osseuse, nous avons
déterminé le rapport d’intensité du pic (111) peu sensible a I’effet texture et du pic (002) tres

sensible a la texture pour 1’ensemble des 360 diagrammes mesurés.

Tableau 1 : le rapport de lintensité du pic (111) sur (002)

Rapport d’intensité (111)/(002)

Avant I’implantation 1.08

Apres I’implantation 1.10

On observe, d’apres le tableau 1, qu’il n’y a pas une différence significative de la

qualité du tissu reconstitué apres 1’implantation.

2.3 Conclusion

La reconstruction osseuse du biomatériau sous le derme de la souris ne présente

aucune texture, ceci est dii principalement a deux parametres :

» apres deux mois d’implantation la quantité du tissu est faible et ne
permet pas de visualiser une grande différence.

» le biomatériau a été implanté sous le derme du souris, ce milieu n’est
pas mécaniquement sollicité, c’est pourquoi la quantité des cristaux reconstitués ne

présente aucune orientation préférentielle significative.
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3. Analyse de ’HAp comme matériau d’implantologie

3.1 Introduction

Le succes du biomatériau utilisé en implantologie dépend nécessairement de
I’interface entre I’implant et I’os, donc de 1’os reconstitué apres plusieurs mois d’implantation.
Parmi de nombreux parametres biologiques, sur le plan mécanique, la durée de vie de
I’implant dépend de la distribution des cristaux de I’'HAp de I’os régénéré a I’interface
implantaire. L’orientation de ces cristaux reconstruits devrait respecter 1’ orientation
préférentielle des cristaux de 1’os d’origine. L’intérét de ce protocole est de vérifier 1’effet
du revétement implantaire par une couche d’HAp sur les propriétés des cristaux de 1’os
reconstitué. Nous allons utiliser un implant en Ti-6Al-4V parallélépipédique dont une des
faces a été revétue par un dépdt d’HAp en espérant observer un comportement différent de la

distribution des cristaux d’HAp dans I’os entre la face revétue et la face non revétue.

3.2. Protocole expérimental

Notre protocole consiste a utiliser le Ti-6Al-4V comme implant avec une seule face
revétue d’HAp en contact avec I’os. Le revétement d’une couche d’HAp de 80 um a été
effectué par torche plasma selon la méthode décrite dans le chapitre 1. L’extraction des
échantillons de I’os avec I'implant a été effectuée apres plusieurs mois pour observer I’effet
de la durée d’implantation. L’effet du poids de 1’animal pourrait aussi intervenir en changeant
le comportement de la distribution des cristaux de 1’os reconstitué. Pour mettre en évidence ce
parametre, nous avons choisi d’implanter deux animaux différents le lapin et le mouton.

L’implant se trouve sollicité selon deux forces distinctes, dues aux poids des deux animaux.

100



Chapitre III : Application de la méthode de caractérisation de la texture en reconstruction osseuse

3.3 Analyse de ’HAp sous faible charge

3.3.1 Matériel et méthodes

3.3.1.1 Les animaux

Nous avons choisi le lapin comme modele animal. Trois lapins albinos ont été
utilisés de race New-Zealand (ESD@). Les animaux, tous de sexe masculin, agés de 20 a 22
semaines, pesaient entre 3,5 et 4 kilos au départ de I'expérimentation. Les animaux ont été
élevés dans des conditions adéquates de température, de ventilation, d'hygrométrie et en cages
individuelles conformément a la réglementation relative aux animaux de laboratoire. La
lourdeur de l'expérimentation limite le nombre d'animaux. Nous avons implanté trois animaux,

pour obtenir en cas de perte au moins deux lapins pour nos expériences.

3.3.1.2 Le Biomatériau

Il s'agit de parallélépipede de Ti-6Al-4V avec une face revétue d’HAp et la face

opposée non revétue.

Ti-Eal-4%

4 T

Hap

20um

Figure 5 : la géométrie de I'implant utilisé

3.3.1.3. Implantation des biomatériaux

L’implantation a été faite au sein du laboratoire de I’Equipe Biomatériaux en Site

Osseux (EBSO) UMR CNRS 6511, Rennes, par Dr. J.-C LAMBOTTE.
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Le protocole opératoire est adapté a celui précédemment utilisé dans le laboratoire.
Pour l'implantation de biomatériau en site tibial chez le lapin. Apres identification, 1'animal
est anesthésié par une injection intramusculaire dans la fesse de 3,5 ml de Ketalar@ (seringue
5 ml). L'animal est reconduit dans sa cage pour une durée de 10 minutes. La face latérale
droite du genou est rasée. La désinfection cutanée est effectuée a 1'Hibitane@. La patte est
passée dans un champ fenétré stérile. Une anesthésie locale est réalisée jusqu'au périoste a la

Xylocaine® 1 %.

L'incision, longitudinale, est centrée sur la zone métaphysaire. La progression a
travers le plan musculaire est effectuée a l'aide d'une rugine. Un tendon de petite taille doit
parfois étre sectionné. Un écarteur autostatique est alors mis en place permettant d'exposer la
face antéro-externe du tibia. Le forage du site d'implantation est réalis€¢ avec une fraise
osseuse de 2 mm de diametre. La vitesse de rotation utilisée est faible pour éviter un
écrasement et un échauffement des travées osseuses. L'implant est mis en place. La bonne
coaptation du biomatériau est vérifiée. La suture de l'aponévrose d'une part et de la peau
d'autre part est réalisée par un surjet de Vicryl®. Le tibia gauche est abordé avec la méme

technique et selon le méme protocole. L'animal est reconduit dans sa cage.

3.3.1.4 Durée d'implantation

Le but de ce travail étant d'étudier la reconstitution osseuse a l’interface avec
I’implant, I'expérimentation doit donc durer plusieurs semaines. Les durées d'implantation

sont de 20, 40 et 60 jours. Les trois animaux ont ét€¢ implantés en méme temps.

3.3.1.5 Surveillance post-opératoire

Pour chaque animal, une fiche individuelle de surveillance est réalisée. Toutes les
anomalies de comportement, la consommation de nourriture et la capacité a utiliser leurs
pattes arriere y sont reportées. En outre, une pesée réguliere de chaque animal est effectuée

ainsi qu'un examen attentif des sites opératoires.
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3.3.1.6 Extraction des échantillons

Finalement, nous n’avons pu étudier que deux animaux, car un lapin est décédé
d’hémorragie interne 48 heures apres implantation. L’implant a été prélevé et le site
d’implantation est présenté figure 6. Nous avons choisi de retirer de notre protocole le

sacrifice a 20 jours.

Apres 40 et 60 jours d’implantation, les implants on été extraits avec 1’os qui les
entourent.

Figure 6 : Le site d’ emplacement de 'implant dans le tibia du
lapin

Hilp

12rmim Ti-BAl-4%

ST
Figure 7 : La géométrie de I’échantillon placé au centre du berceau d’Euler
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Avant de commencer ’expérience par la diffraction de neutrons sur D20, la partie
organique a été éliminée de I’os suivant la procédure décrite dans le chapitre 1. Cette fois-ci, a
cause de la taille de 1’échantillon, le temps de traitement thermique dans le four a été réduit a

vingt minutes.

3.3.2. Résultats

L’os avec son implant a été balayé avec un faisceau de neutrons jusqu’a 4,5 mm de
la face revétue d’HAp, la procédure est respectée pour I’autre face non revétue, la taille était
de O,5><9mm2, k=2,4A. En utilisant les mémes parametres qu’avec 1’os bovin, 1’affinement de

Rietveld de la somme de 360 digrammes de diffraction a donné le résultat suivant :
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Figure 8 :L’affinement Rietveld de la somme de 360 diagrammes, R,, =8,5%
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Nous affinons en suite la texture des 360 diagrammes de diffraction simultanément
en introduisant la méthode E-WIMV. Les figures de pdles obtenues d’une couche (0.5x9 mm?)

d’os du lapin a distance de 1’'implant.

20.
12.

Les figures de poles tracées a Omm de deux faces de I’implant sont données dans les

figures suivantes :

2492

1 mrd

0.25

Figure 10 : Figures de poles tracées a Omm de la face non recouverte
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2.88

1 mrd
0.41

Figure 11 : Figures de pole tracées a 0 mm de la face recouverte d’HAp

L’indice de cristallinité calculé d’apres 1’intensité des plans (111) de la somme des

360 diagrammes en fonction de la distance de 1’'implant et suivant la face revétue ou non

revétue d’HAp est donné dans la figure 12.

cristallinité

implant B 60 jours d'implantation
—_@— 40 jours d'implantation

29 _ HAp
20—_
18—_
16—.
14
12—-
10—-
5
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4

-2 -1 0 1 2 3 4 i) 6
balayage en mm

Figure 12 : L’indice de la cristallinité du plan (111) en fonction de la distance de 1’implant
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L’indice maximum de texture des plans (002) en fonction de la distance a partir de
I’interface est donné dans la figure 13. Le rapport de la cristallinité sur I’indice de texture est

représenté dans la figure 14.
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Figure 13 :L’indice de la texture du plan (002) en fonction de la distance de 'implant
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Figure 14 : rapport de Uindice de la cristallinité sur l'indice de la texture
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3.3.3 Discussions

Les figures 12 et 13 montrent que les cristaux d’HAp dans 1’os se comportent
différemment suivant la face de contact avec I'implant, cette différence est due a I’existence

ou non de I’HAp qui a revétu la prothese.

Dans la figure 12 et si on se limite a +/- 2 mm de I’implant, la cristallinité d’HAp est
tres intense que ce soit a 40 ou 60 jours d’implantation en contact avec la face revétue par
rapport a la cristallinité observée sur 1’autre face non revétue. Sur la face non revétue d’HAp
apres 60 jours d’implantation, la cristallinité devient moins intense par rapport a 40 jours. La
face non revétue ne permet pas jusqu’aux jours d’extraction des échantillons a 1’os de se
reconstruire sur la surface. D’autre part, sur 1’autre face, revétue d’HAp, apres 60 jours

d’implantation, la cristallinité est plus intense par rapport a 40 jours d’implantation.

La texture d’HAp dans 1’os aussi dépend de la face de I'implant, la figure 13 est
similaire a celle de la cristallinité, mais indique bien que 1’indice maximum de texture de la
figure de pdle (002) est tres intense en contact avec la face non revétue. Nous observons aussi
que la distribution des cristaux d’HAp présente la méme orientation préférentielle en contact

avec les deux faces de I’implant.

3.3.4 Conclusion

Les résultats indiquent que les cristaux d’HAp recherchent un état stable afin
d'intégrer l'implant mais ceci d'une maniere différente. Cette différence est due a la surface de
I’implant en contact avec l'os, selon qu’elle est revétue on non d’HAp. La période de
lI'extraction des os joue un rOle tres important a ce niveau en déterminant le niveau de la

reconstitution osseuse a I’interface avec l'implant.

Nous pouvons conclure de la figure 4 que :

L'os présente a l'interface différents comportements de l'implant dont deux en

particulier :
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¢ [’implant non revétu favorise I’'indice de texture de l'orientation des cristaux
d’HAp de I’0os mais pas la cristallinité. Nous pouvons considérer que cette fixation est

encore instable a la date du sacrifice.

¢ ['implant revétu favorise la cristallinit¢ d’HAp dans 1'os mais pas I’indice de

texture de 1'orientation des cristaux. La fixation mécanique semble plus stable a la date du
sacrifice.

Donc l'implant revétu peut améliorer de maniere significative l’intégration des

implants [15].

Notre étude en résolution spatiale par la diffraction de neutrons, a pu confirmer
I’intérét de revétir les implants par une couche d’HAp, les figures de pole tracées a 0 mm de

chaque face de I’implant montre bien qu’il y a une seule orientation préférentielle.

3.4 Analyse de ’HAp sous forte charge

3.4.1 L.’animal

L’implantation du mouton a été faite au laboratoire Pius Branzeu Center of
Laparoscopic Surgery and Microsurgeru en Roumanie, sous la direction du Pr. Dr. Stefan L.

DRAGULESCU.

Le mouton utilisé pour notre travail était de sexe masculin, adulte et pesait 38kg. Les
implants ont été chirurgicalement placés pendant 60 jours avant le sacrifice de I'animal et dans

des conditions stériles.

Pendant toute la période située entre 1'implantation et I’extraction de I’os avec les
implants (60 jours), 1'animal a ét€ maintenu dans un box isolé, doté de I’air conditionné et a
recu une alimentation standardisée. L'état de santé de 1'animal a été soigneusement évalué et
surveillé. Aucun signe clinique de pathologie n’a été observé et aucune perte de poids n’a été

remarquée.
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3.4.2 Implantation des éprouvettes

Le mouton a été opéré avec le benzodiazepine (® de Dormicum) 0.2 mg/kg et
Kétamine (® de Calypsol) 15 mg/kg. Apres induction avec du barbiturate (® de Thiopental)
6-7 mg/kg, le mouton a été anesthésié par halothane (® de Narcotan) et oxygene. Un abord
intraveineux est placé au membre antérieur et une perfusion saline mise en route. Une

injection de cephamandol, de cephalosporine (® de Mandol) (1 g) est donnée en intraveineuse.

L'animal est placé sur son dos. La cuisse et la jambe inférieure du mouton ont été
rasées et la fourrure a été enlevée avec un aspirateur. Le champ opératoire est nettoyé et

préparé avec des solutions antiseptiques.

Deux incisions longitudinales séparées, de 5 centimetres de long, sont faites sur la
face ventrale au tiers proximal de la jambe inférieure. La corticale de la téte tibiale est
exposée et le périoste est éliminé sur une surface de 20 mm de long sur Smm de large. Une
scie oscillante réalise les fentes longitudinales. L’implant stérile, préalablement rincé en
solution saline, est inséré dans la fente osseuse. La fermeture du site implantaire est effectuée
en deux plans : un plan profond avec une suture résorbable et un plan cutané avec une suture

nylon.

Figure 15: Les deux sites d’implantation dans le tibia du mouton

110



Chapitre III : Application de la méthode de caractérisation de la texture en reconstruction osseuse

- 20 mm

. 1.4
Ti-Gal-4%

10

Ha&p

Figure 16 : I'implant utilisé

Figure 17 : 'implantation des biomatériaux

Apres sacrifice et découpe de la téte tibiale, les échantillons sont fixés et maintenus
dans l'alcool. Ce type de conservation préserve les morceaux d’os de toute contamination

pendant la manipulation des spécimens.

3.4.3. Résultats

L’os du mouton avec son implant a été découpé. Les sections sont présentées dans

la figure 18.
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Figure 18 : les échantillons utilisés, a droite : la face revétue d’HAp, a gauche : face non revétue

L’échantillon d’os avec son implant a été placé dans le berceau d’Euler. Nous avons
conservé le protocole expérimental utilisé sur D20 présenté dans le chapitre 2.

Les figures de poles tracées de 1’os cortical du mouton:

11 21

00

Figure 19 : Figures de pdles de I’os loin de I’interface

Nous présentons dans le tableau 2 et 3 les figures de pdle (111) et (002) de chaque

face de I'implant.
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Tableau 2 : Figures de poles tracées dans la face non revétue d’HAp

Distance de
I’implant Les figures de poles
(en mm)
11 00 '3,94
0
ll mrd
-0.18
0'5 .
11
| .
1%
1.5 .
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Tableau 3 : Figures de poles 111 et 002 de la face couverte d’HAp

Distance de R
Les figures de pole
P’implant en (mm)
002
0
05 -1 mrd
0.5
1
2
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Nous présentons dans les figures 20 et 21, les figures de pdle inverses a 0 mm de

chaque face de I'implant.

ND

.2.13

-1 mrd

D.27

Figure 20 : Figures de pole inverses a 0 mm de 'interface avec la face non revétue d’HAp

'2.13

-1 mrd

RD

D.27

Figure 21 : Figures de pole inverses a 0 mm de 'interface avec la face revétue d’HAp

Apres une normalisation par rapport a la quantité de matériau analysé dans le
faisceau de neutrons, nous tragons I’indice maximum de texture du plan (002) et I’indice de

cristallinité en fonction de la distance de I’implant :
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| —e— la face revétue d'HAp
50 —m— |a face non revétue d'HAp

45 4

40 4

Indice de la texture du [002)
i
i
[ ]
[

Balayage en [mm]

Figure 22 : Indice de la texture du plan (002) en fonction de la distance de I'implant couvert et non
d’HAp

—m— |la face revétue d'HAp
100 — —@— |la face non revétue d'HAp

Cristallinité

Balayage en mm

Figure 23 : Indice de cristallinité en fonction de la distance de 'implant
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Nous observons d’apres les figures de pdle présentées dans les tableaux 2 et 3 que
Les cristaux d’HAp ont deux orientations différentes a l'interface avec l'implant. L'implant
couvert d’HAp permet aux cristaux d’HAp dans I’os reconstitué a I’interface la possibilité de
conserver l'orientation préférentielle de 1'os, par contre, la face non revétue d’HAp montre
que les cristaux d’HAp changent complétement I'orientation préférentielle sur une épaisseur
de 4 millimetres. Apres 4 mm, nous avons retrouvé 1'orientation préférentielle habituelle de

l'os.

L’indice maximum de texture des plans (002) pour les deux interfaces a indiqué qu'a
l'interface avec I’'implant non revétu d’HAp, l'orientation préférentielle est plus intense que
l'autre face, une grande partie des cristallites de HAp dans le nouvel os reconstruit sont
affectés par Ti-6Al-4V. Les cristaux d’HAp se développent dans une autre direction, la
surface non couverte ne permet pas aux cristaux d’HAp de retrouver 1’orientation initiale de

l'os.

L’indice de cristallinité a 1’interface avec I’implant revétu d’HAp est plus grand que
celui de la face non revétue. Ceci s’explique par le fait que la face revétue a procédé a une
reconstitution osseuse plus efficace que sur la face non revétue, donc 1’os reconstruit a
I’interface en présence d’HAp est plus cristallisé et donc plus stable que sur I’autre face. Les

propriétés mécaniques du nouvel os sont affectées considérablement par le revétement d’HAp.

3.4.4. Conclusion

Les tableaux 2 et 3, suggerent que l'orientation des cristaux d’HAp dans 1’os
reconstruit a l'interface avec I’implant, dépend bien de la présence du revétement de la face
couverte d’HAp du titane. Si I'implant est revétu d’HAp, les cristaux d’HAp préservent
l'orientation préférentielle d’origine a l'intérieur de 1'os. Si l'implant n'est pas revétu, les
cristaux changent d'orientation. Les propriétés mécaniques de 1'os dépendent également de
cette distribution des cristaux d’HAp. Ce changement de 1'orientation préférentielle va créer
certainement une perturbation a l'interface. Le nouvel os pres de l'interface peut devenir
instable. En conséquence, cette instabilité augmente le risque de perte de la prothese

implantaire.
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La face revétue d’HAp peut réduire de maniere significative le taux de perte
d'implants. L’HAp déposé sur alliage de titane représente donc une trés bonne combinaison

entre la biocompabilité et les propriétés mécaniques.

Cette étude de texture par diffraction de neutrons de I'os tibial du mouton a

l'interface avec I'implant a indiqué qu'il est préférable de revétir des implants d’HAp [16].

3.5 Conclusion générale

Notre méthode de caractérisation de la reconstitution osseuse par diffraction
neutronique a trouvé une application intéressante en implantologie. Les résultats ont montré
qu’il y a une grande différence entre la distribution des cristaux d’HAp entre I’'implant revétu
d’HAp et le Ti-6Al-4V implanté seul. Les figures de poles tracées de chaque coté de 1’implant
dans le tibia de lapin ou dans le tibia de mouton montrent clairement que le revétement par
une couche d’HAp permet aux cristaux d’HAp de 1’os reconstitué de conserver 1’orientation

préférentielle d’origine de 1’os.

L’indice de cristallinité par rapport aux plans (111) aussi est affecté par la face de
I’implant. 1l est plus grand en contact avec la face revétue, donc les cristaux en contact avec la
face revétue sont plus cristallisés et donc plus stables par rapport aux cristaux de la face non

revétue.

Le choix du site de I’'implantation et de I’animal peut aussi influencer les résultats.
Nous avons observé qu’il n’y avait pas de texture apres I’implantation du support chargé par
des cellules souches prélevées sur mouton en nourrice sous le derme de la souris, ceci
s’explique principalement par 1’absence des forces appliquées sur le support. Les forces
auraient pu influencer les cristaux d’HAp en leur donnant une direction préférentielle. Les
résultats obtenus dans 1’implantation du lapin et du mouton ont confirmé par la suite cet
arrangement des cristaux d’HAp de I’os reconstitué, avec certaines différences car la force
appliquée sur I’implant chez le lapin n’est pas de méme niveau que chez le mouton. C’est
pourquoi, chez le mouton, les cristaux d’HAp présentent deux orientations en contact avec la
face non revétue d’HAp, cela s’explique par la force exercée par le poids de 1’animal sur

I’implant.
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En implantologie, notre méthode a bien montré qu’il est préférable de revétir les
implants par une couche d’HAp afin de garantir une meilleure intégration et donc une durée

de vie accrue de la prothese.

Il nous reste a confirmer par diffraction de rayonnement synchrotron les résultats

obtenus par la diffraction de neutrons.

3.6 Caractérisation de Dinterface os-implant par le
rayonnement synchrotron de haute énergie

3.6.1 Introduction

Nous avons utilisé le méme échantillon d’os cortical déja étudié par la diffraction de
neutrons. Cette fois-ci, nous allons le caractériser par diffraction de rayonnement synchrotron

afin de comparer les résultats des deux techniques.

3.6.2 Méthodes et résultats

Nous conservons le méme protocole utilisé auparavant pour les os de beeuf sur
ID15B a I’ESREF. La taille de faisceau est de 350x350pm2, le temps d’acquisition est de 2min
pour chaque point. Pour tracer une figure de pdle complete, le temps d’acquisition total est
2minx19 (les pas de ¢ avec Ap=10°) =38min. Nous réalisons fait un balayage de 3mm a partir

de I'implant et jusqu’a Smm de chaque c6té de la surface revétue et non revétue d’HAp.
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i ]

Figure 24 : I’os avec 'implant monté sur ID15B
Dans les tableaux 4 et 5, nous présentons les résultats obtenus apres I’intégration des
anneaux de Debye et le traitement des données sur MAUD donne les figures de pdles tracées

de chaque face de I’implant.

Tableau 4 : Figures de pdle de la face non couverte d’HAp

Distance de
Les figures de pole
P’implant en (mm)

0.3

0.6
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0.9

1.2

1.5

1.8

2.1
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24

2.7

123




Chapitre III : Application de la méthode de caractérisation de la texture en reconstruction osseuse

'3.2?
Il mrd
D.19

11 00 .4.0?
6.5
ll mrd
D.42

Tableau 5 : Figures de pdles de la face revétue d’HAp

Distance a partir de la face ]
Les figures de pdle
revétue en (mm)

0.3

0.6
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11 o0 .3.55
0.3

Apres la normalisation par rapport a la quantité de la matiere immergée dans le

faisceau de rayonnement synchrotron, nous tragons 1’indice texture de plans (002) et I’indice

de cristallinité par rapport aux plans (111) en fonction de la distance des interfaces de

I’implant revétu et non reveétu.

Indice de la texture du [002]

® - |a face revéture d'HAp
@ face non revétue d'HAp

EE RE FRLERT DELE . LNV LS [EELO BREIE MRRLEE MR N PR
£ -5 4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 7
Balayage en [mm]

Figure 25: L’indice de texture des plans
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—m— la face revéture d'HAp
110 4 —@— face non revétue d'HAp
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Figure 26 : lindice de cristallinité des plans (111)

Nous tracons dans les figures 27 et 28, les figures de pdle inverses a 0 mm de chaque

'1.44

-1 mrd
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Figure 27 : Figures de pole inverses a l'interface avec I'implant non revétue d’HAp

'1.69

-1 mrd

P }% l0.45

Figure 28 : Figures de pole inverses a ’interface avec I’implant revétue d’HAp.
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3.6.3. Discussion

Les figures de pdles a I’interface os-implant de I’orientation d’HAp a I’intérieur de
I’0s reconstitué, montrent que I’HAp s’oriente différemment suivant la face en contact avec

I’implant selon qu’elle est revétue d’HAp ou non.

Face non revétue :
Seule la figure de pdle (002) est affectée par I’orientation préférentielle d’HAp et
jusqu’a 2,4 mm de I'implant la reconstitution osseuse présente deux orientations. Apres

2,4mm de I’interface, on retrouve 1’orientation unique déja connue dans 1’os.

Face revétue :
La figure de pole 002 indique une orientation préférentielle des cristaux d’HAp.
Nous constatons une seule orientation préférentielle a partir de 1’interface, la face revétue

permet aux cristaux d’HAp de préserver I’ orientation préférentielle de 1’os initial.

3.6.4 Conclusion

L’étude effectuée sur le tibia du mouton a I’interface os-implant en utilisant
I’instrument IDI5B a I’ESRF permet bien d’observer la différence de 1 orientation
préférentielle des cristaux d’HAp suivant le contact avec la face non revétue et revétue d’HAp.
Nous remarquons que la face revétue d’HAp permet la reconstitution osseuse en une seule
direction de I’os, par contre, sur ’autre face, les figures de poles montre deux orientations
différentes. Ce changement d’orientations en absence de revétement peut créer des
perturbations a I’interface et rendre I’interface moins stable donc plus fragile ce qui peut

faciliter le décollement de I'implant. Un tel décollement peut entrainer I’échec de

I’ostéointegration et nécessite une réintervention chirurgicale.
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3.7 Conclusion générale

Les deux techniques utilisées, diffraction de neutrons et diffraction de rayonnement
synchrotron, pour la caractérisation de la partie minérale de 1’os reconstitué a I’interface os-
implant ont permis de caractériser 1’orientation des cristaux d’HAp et de confirmer 1’effet de
la présence sur I'implant d’un revétement d’HAp. La taille de faisceau de 0,35x0,35mm” du
rayonnement synchrotron utilisée sur ID15B a permis d’observer sur les figures de podles
tracées le changement de I’orientation de I’os dans un champ de 2,4mm de I'implant. Sur
I'instrument D20, la taille de faisceau était de O,5><9mm2, le champ de changement

d’orientation est a 4mm de 1’interface.

C’est la premiere fois que deux méthodes non destructives en haute résolution

spatiale confirment I’intérét de revétir les implants avec de ’'HAp.
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Chapitre IV

Nouvelle méthodologie d’évaluation des
déformations dans I’os cortical
par diffraction neutronique

1. Introduction

Nous avons vu dans le chapitre précedent que la nature de la surface de 1’implant
affecte considérablement les orientations des cristaux d’HAp dans 1'os reconstitué a l'interface
os-implant. Ceci est di principalement a la contrainte appliquée par le poids de 1’animal qui a
été implanté. Avec la technique de la diffraction de neutrons, la préparation des structures
osseuses par traitement thermique est absolument nécessaire pour minimiser I’influence de la
diffusion incohérente de I’hydrogene. Afin de compléter I’étude de la texture des cristaux de
I’os reconstitué, nous avons cherché a mettre en place une nouvelle méthodologie permettant
I’analyse des contraintes mécaniques induites par les implants sur les cristaux d’HAp. L’étude
des contraintes mécaniques dans 1’os cortical par la technique des neutrons nécessite
cependant de s’affranchir du traitement thermique, ce qui peut se faire deux fagons
différentes : soit en minimisant I’influence du traitement thermique, soit en supprimant la

contribution incohérente de I’hydrogene.

Le traitement thermique utilisé jusqu’a présent, peut relaxer les contraintes
mécaniques de 1’os. Une autre possibilité envisageable est alors d’utiliser un spectrometre
trois axes afin d’obtenir de minimiser 1’influence de ’hydrogene et d’obtenir un spectre de
diffraction exploitable. Notre but étant de mettre en place une méthode de détermination des

contraintes fiable et simple utilisable dans les structures osseuses.
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2 Méthode et résultats

Pour cette étude nous avons utilis€ un échantillon provenant de I’os cortical du

mouton étudié dans le chapitre précedent.
L’échantillon provenant de 1’os cortical a été nettoyé dans 1’éthanol. Pour analyser
I’influence du traitement chimique, nous avons placé 1’échantillon avec I’implant sur un

spectrometre deux axes. Le volume de jauge mesuré est 1x1x20 mm3 et a 2 cm de 'interface

implant-os, avec un temps d’acquisition de quatre heures.

Le pic obtenu est donné dans la figure 1.

25 -
20 -
15 - | | | | | B RYEL

1U— II L ilrl IRIL |

Intensité [u. a]

| I ] ¥ ] ¥ ]
79.5 80,0 BO.5 81,0 B15
2 Theta

Figure 1 : diagramme de diffraction de I’os cortical sur DIA

T 1
78.0 8.5 790
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D’apres le diagramme de diffraction enregistré, 1’utilisation du traitement

chimique pour la préparation des os ne permet pas de réduire suffisamment le bruit de fond.

Le bruit de fond est essentiellement di a la diffusion incohérente de 1’hydrogene.
Le seul moyen de minimiser ce bruit de fond est de filtrer les neutrons diffractés a 1’aide d’un

analyseur installé entre 1’échantillon et le détecteur.

Nous avons choisi de tester cette méthode sur 1’instrument IN12 a I’ILL.

3 Description de l'instrument 3 axes
3.1 Principe de la mesure
Au cours d'une expérience de diffusion inélastique, on cherche a mesurer une

intensité diffusée en un point O du réseau réciproque et pour un transfert d’énergie Ziw . Cette

intensité peut se mettre sous la forme :

16.0)--£7 -1 X1 5(6.0)
ki

Ou b représente une longueur de diffusion (nucléaire ou magnétique)

caractéristique du systeme étudié et k; (k¢) est le vecteur d'onde initial (final) des neutrons. La

fonction de diffusion S (Q,a)) est reliée a la susceptibilit¢ dynamique ;("(Q,a)j :

5(0,0)=(n(@)+1)z"(0,0)

ol n(@)+1est le facteur de population thermique. Les valeurs limites de ce terme
sont 1 lorsque k7T <<h@ et % pour kT <hw . La susceptibilit¢ dynamique est la

transformée de Fourier dans le temps et l'espace des diverses fonctions de corrélations
existant dans le systeme. Toute l'information est contenue dans ces fonctions de corrélation:
< p(i,0)p(j,1) . L'opérateur p(j,z) peut étre un opérateur de moment magnétique ou de

déplacement atomique pour un atome i au temps O et un atome j au temps t. S'il s'agit de
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corrélations entre atomes différents, on observe de la diffusion cohérente. Les fonctions

d'auto-corrélation (sur un méme site) dans le temps provoquent de la diffusion incohérente.

La forme de S(Q, a)) dépend de la "physique" du systeme. Quelle que soit la nature
de ce systeme, magnétique ou mode de réseau cristallin, la présence de modes collectifs
propagatifs se manifeste par un pole a , (Q) (courbe de dispersion) et une largeur F(Q) ; en

général, on observera un pic dans l'intensité diffusée. Tres souvent, on n'observe pas de "pics"
fins, mais de larges "bosses" centrées soit a une énergie finie soit autour de la position

élastique. Le but de I'expérience est de détecter 1'existence de ces pics ou bosses.

On cherche donc a explorer 1'espace des (Q) et des o tout en comptant les neutrons
diffusés. Le profil de ces explorations nous renseigne sur la présence et l'intensité d'éventuels
modes de fluctuations. Les instruments 3-axes classiques sont tels que pour une configuration
donnée du spectrometre, on puisse associer un point dans l'espace (Q, a)) lié a 1'échantillon.

Pour cela, on sélectionne les neutrons incidents vers 1'échantillon avec une énergie

272 2
~, ceux diffusés possédant une énergie finale £, =
d d

2
U , et un transfert de

initiale £, =

moment Q . La conservation de 1'énergie et du moment de I'ensemble neutron et échantillon

se traduit par les relations cinématiques suivantes:

%2 Bk

h kl _ f —hw
oM, 2M,
hk, — ik , = hQ

Les modules de k;et k, fixent I'énergie, alors que l'angle de diffusion et

I'orientation de 1'échantillon déterminent le vecteur Q .

Un cristal monochromateur en position de diffraction en amont de 1'échantillon

: . : 27 : A
extrait un faisceau monochromatique de longueur d’onde 4, = < - 2d, sin(@,). De la méme

i
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facon, le cristal analyseur en aval de I'échantillon sélectionne les neutrons de longueur
, 2z . . L - P 4
d’onde 4, =—=2d, sin(@, ). Finalement, un détecteur permet de mesurer I'intensité diffusée.
ky
L'échantillon est monté sur un plateau tournant équipé d'arcs goniométriques ou d'un cercle

d'Euler afin d'offrir un maximum d'orientations possibles.

Notons que sur les 3-axes a neutrons polarisés classiques, le monochromateur (et
éventuellement I'analyseur) font aussi office de polariseurs: des cristaux ferromagnétiques
judicieusement choisis présentent un facteur de structure nul pour une orientation du spin des
neutrons; ils ne diffractent donc qu'un seul état de polarisation des neutrons. De nouveaux
développements permettent de découpler la polarisation et la monochromatisation des

faisceaux de neutrons.

Une mesure consiste donc a faire varier la configuration de l'instrument (variation
d'angles) afin d'explorer une région de 1'espace (Q, a)) associé a I'échantillon. A chaque pas de
I'exploration, on reporte le nombre de neutrons observés, ce qui permet de représenter la
variation de la section efficace de diffusion inélastique en fonction de Q et w. Le maillage

peut étre aussi fin que le permet la résolution. On peut ainsi remonter aux excitations et

fluctuations statiques ou dynamiques existant dans I'échantillon [1,2].

3.2 Intérét de I’analyseur dans la caractérisation de la

structure osseuse en présence de la phase organique

D’une maniere pratique, a un angle de diffraction 20 donné, les neutrons analysés
sont dus a la diffusion élastique correspondant aux neutrons de méme énergie que les neutrons
incidents et également a la diffusion inélastique correspondant aux neutrons absorbés ou émis

(soit As> A4 ou As<)y).
L’élimination de la diffusion incohérente de I’hydrogéne peut se faire en

choisissant les neutrons diffusés ayant la méme énergie incidente donc As = A;. Dans ces

conditions, il est possible de réduire le bruit de fond.
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3.3 Méthodes et résultats

Durant ce travail nous avons utilisé I’instrument IN12 dont les caractéristiques

sont données dans la figure 4 [3].
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Figure5: L’os placé sur linstrument IN12
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I’échantillon a été monté sur la table de mesure de IN12, la longueur d’onde est
2,99A et le temps d’acquisition est de 7 minutes, le diagramme de diffraction obtenu est

donné dans la figure suivante :
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Figure 6 : diagramme de diffraction de l’os cortical sur INI12
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Nous constatons que le pic mesuré de I’os est de meilleur qualité que celui mesuré
sur DIA. Cela montre que 1’analyseur permet de sélectionner d’une fagon relativement
efficace les neutrons diffusés avant leur arrivée sur le détecteur. L’analyseur permet de

réduire le bruit de fond d’une facon significative.

Pour visualiser cette réduction de bruit de fond nous allons mesurer sur IN12 la

structure osseuse avec et sans 1’analyseur.
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La longueur d’onde est 2,99A, le temps d’acquisition est de 40 minutes pour

chaque pic de diffraction et la taille de faisceau est 5 X5 x3mm”.
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Figure 7 : Le pic de diffraction (002) mesuré sans analyseur
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Figure 8 : le pic de diffraction (002) mesuré avec analyseur

On observe d’apres les figures 7 et 8 obtenues que I’analyseur permet de réduire le
bruit de fond et la largeur a mi-hauteur du pic (002) d’un facteur de deux par rapport au pic

mesuré sans 1’utilisation de 1’analyseur.
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3.4 Conclusion

Les résultats de la diffraction de neutrons sur le tissu osseux sur I’instrument D1A,
confirment la nécessité d’éliminer la partie organique de 1’os afin de réduire le bruit de fond.
L’étude des déformations induites dans 1’os reconstitué nécessite une préparation différente
que celle utilisée pour la caractérisation de la texture. Le chauffage a 625°C dans le four
relaxe les contraintes mécaniques induites par 1’implant. Nous avons utilisé un traitement
chimique sur 1’os, le diagramme de diffraction obtenu sur D1A a montré clairement que ce

traitement est insuffisant et nécessite I’utilisation d’un spectrometre trois axes.

Les spectrometres a trois axes répondent bien a ce genre de probleme puisqu’ils
sont équipés de I’analyseur qui peut filtrer les neutrons avant qu’ils arrivent sur le détecteur.

Les mesures effectuées sur IN12 ont mis en valeur I’intérét de 1’analyseur.

Cette méthode non destructive va ouvrir une nouvelle voie pour I’étude des
contraintes mécaniques induites dans 1’os reconstitué par I’implant. Le probleéme majeur pour
I’étude des contraintes mécaniques est la résolution spatiale qui nécessite d’installer au sein de
I’instrument IN12 les collimateurs provenant de I’'instrument DIA. Les collimateurs de

I’instrument D1A sont présentés dans la figure 9.

) Détecteur
Collimateur
Faisceau de neutron
Monochromate —W
Echantillon
Table de
Beam stop

Figure 9 : caractéristiques de ’instrument DIA

Il ne faut pas négliger la réduction de la taille du faisceau qui augmente largement

le temps de mesure. C’est le probleme que nous devrons résoudre dans le futur.

143



Chapitre IV : Nouvelle méthodologie d’évaluation des déformations dans 1’os cortical par diffraction
neutronique

REFERENCES

[1] C. Vettier , LES SPECTROMETRES 3-AXES,
http://www.ill.fr/Info/diff _neutrons/pinsot/pinsot.htm

[2] C. H. de Novion, Intérét des neutrons dans la caractéristique des matériaux, Analyse des
ntraintes résiduelles par diffraction des rayons X et des neutrons, édité par A. Lodini et M.

Perrin

[3] http://whisky.ill.fr/YellowBook/IN12/

144



NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CONCLUSIONS
GENERALES



CONCLUSIONS GENERALES

CONCLUSIONS GENERALES

La technique de diffraction de neutrons et de rayonnement synchrotron a trouvé
une application intéressante dans 1’étude des biomatériaux. L’utilisation des grands
instruments de I’ILL et de I’ESRF a permis la caractérisation structurale de 1’os cortical. Nous
avons constaté que la technique de diffraction de neutrons devait s’affranchir du bruit de fond
di a la diffusion incohérente de 1’hydrogene qui existe dans le tissu osseux. Le traitement
thermique a permis d’éliminer une grande partie du collagene ce qui a rendu les diagrammes
de neutrons exploitables. Le rayonnement synchrotron permet une analyse structurale direct
de I'os cortical sans traitement thermique et confirme 1’ensemble des résultats obtenus par

diffraction de neutrons menés sur 1’os cortical.

Nous avons mis en place une nouvelle méthodologie de caractérisation de la
structure osseuse 2 partir de I’analyse de la texture 2 haute résolution spatiale, 500x900pum?
sur D20 et 350x350um2 sur ID15B, qui a permis d’analyser uniquement le volume souhaité
caractéristique de I’échantillon. Nous avons montré que 1’algorithme E-WIMV ajouté a la
méthode Rietveld et introduit dans le logiciel MAUD était le plus adapté pour affiner les
diagrammes de diffraction de la structure osseuse caractéristiques de la texture. Les cristaux
d’HAp sont orientés selon la direction de la force appliquée. Le pic de diffraction (002)
permet de contrdler I’indice de texture de 1’os cortical et le pic de diffraction (111) non affecté

par la texture, est le plan choisi pour analyser I’évolution de I’indice de cristallinité.

Durant ce travail, nous avons pu confirmer par les deux techniques non
destructives, neutrons et rayonnement synchrotron, I’'intérét majeur du revétement d’HAp sur
le titane. La technique de micro-fluorescence sur ID21 montre qu’il n’y a pas de diffusion de

titane dans 1’os a deux mois d’implantation.

La présence d’HAp déposé par torche plasma permet a ’os reconstitué de

développer une orientation préférentielle unique.

Nous avons également montré durant ce travail les nouvelles possibilités

d’évaluation des déformations induites par I’'implant dans 1’os reconstitué¢. L’étude des
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déformations nécessite cependant une autre méthode de préparation des structures osseuses.
Le traitement chimique n’a pas permis de réduire suffisamment la diffusion incohérente de
I’hydrogeéne. Actuellement, la seule méthode expérimentale disponible est I'utilisation d’un
instrument trois axes équipé de 1’analyseur. Les premiers résultats obtenus sont satisfaisants et
ont mis en valeur I'intérét de 1’utilisation de 1’analyseur. L’installation des collimateurs de
DI1A sur les instruments trois axes, permet de sélectionner le volume souhaité de

I’échantillon.
Les techniques de caractérisation utilisées dans ce travail ont prouvé leur intérét
dans le domaine des biomatériaux. Il est aujourd’hui envisageable d’analyser des implants

revétus de nanoparticules d’HAp.

La mise en place de ces techniques ouvrira certainement de nouvelles voies pour

comprendre I’intégration de générations innovantes d’implants.
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