N

N

Pathological calcifications: a medical diagnosis based on
their physicochemical properties

Dominique Bazin, Jean-Philippe Haymann, Letavernier Emmanuel, Julie
Rode, Michel Daudon

» To cite this version:

Dominique Bazin, Jean-Philippe Haymann, Letavernier Emmanuel, Julie Rode, Michel Daudon.
Pathological calcifications: a medical diagnosis based on their physicochemical properties. La Presse
medicale, 2014, 43 (2), pp.135-48. 10.1016/j.1pm.2013.02.333 . hal-00996294

HAL Id: hal-00996294
https://hal.sorbonne-universite.fr /hal-00996294

Submitted on 26 May 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.sorbonne-universite.fr/hal-00996294
https://hal.archives-ouvertes.fr

Calcifications pathologiques : un diagnostic médical basé sur leurs parametres
physicochimiques

Dominique Bazin'?, Jean-Philippe Haymann®, Emmanuel Letavernier’, Julie Rode’, Michel
Daudon’

1. CNRS, laboratoire de chimie de la matiere condensée de Paris, UPMC, collége de France,
75231 Paris cedex 05, France

2. Université Paris-XI, laboratoire de physique des solides, 91405 Orsay cedex, France 3.
AP-HP, hopital Tenon, service d’explorations fonctionnelles, 75970 Paris cedex 20, France

Correspondance : Michel Daudon, AP-HP, hdpital Tenon, service d’explorations
fonctionnelles, 4, rue de la Chine, 75970 Paris cedex 20, France. michel.daudon@tnn.aphp.fr

Key points. Pathological calcifications: A medical diagnosis based on their physicochemical
properties This paper gathers different investigations dedicated to pathological calcifications
made of apatite in order to define the structural characteristics, which display a clinical
significance. Such approach helps the clinician to define the cha-racterisation tools, which
have to be combined to obtain such structural characteristics in order to establish a possible
relationship between the structural characteristics of the patholo-gical calcifications and the
disease. The fact that it is now possible to perform such experiments at the subcellular scale
gives new opportunities for a large number of diseases associated to pathological
calcification. Moreover, new diagnostic tools based on these characteri-sation techniques,
quite sensitive to analyze microcrystals, can be defined.

Points essentiels. Une analyse de la littérature dédiée aux calcifications pathologiques
composées d’apatites a été effectuée pour en dégager les parameétres physicochimiques
possédant une signification clinique. Ces paramétres en retour définissent les techniques de
caractérisation qu’il convient de mettre en ceuvre pour établir éventuellement un lien entre la
pathologie et les paramétres physicochimiques qui pilotent la pathogencese de ces
calcifications. Cette démarche permet aussi de proposer ces techniques de caractérisation
comme des outils de diagnostic d’autant plus précoce qu’elles sont capables de décrire la
physicochimie de microcristaux. La définition d’une telle approche est d’autant plus
nécessaire que l’avénement de techniques de caractérisation capables de réaliser ces
observations a 1’échelle subcellulaire catalyse une nouvelle recherche, notamment dans les
centres de rayonnement synchrotron ou la taille de la sonde avoisine désormais la dizaine de
nanometres.
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Sur le plan médical, les calcifications pathologiques sont définies comme des dépdts minéraux
anormaux, calciques ou non, dans un tissu ou un organe. Une classification usuelle simplifiée
en distingue trois familles. La premicre correspond aux concrétions solides observées dans
une cavité ou un canal excréteur (calculs rénaux [1-4], pancréatiques [5], biliaires [6],
salivaires [7]). La deuxiéme se réfeére aux calcifications ectopiques, c’est-a-dire localisées
dans le tissu [8]. Elles peuvent s’observer dans des pathologies séveres comme les cancers du
sein, de la thyroide, des testicules ou encore de la prostate. Enfin, des calcifications
physiologiques sont susceptibles d’évoluer vers des formes pathologiques aprés une maladie
ou une altération des systémes physiologiques (tissu osseux et ostéoporose).

Un vaste ensemble d’affections s’accompagne donc de calcifications pathologiques puisque
ces derniéres sont observables en cas de cancers [9-11], d’infections [12,13], de maladies
génétiques [14—16] ou environnementales [17,18]. Il convient aussi de souligner la séquence
chronologique qui existe entre 1’augmentation du poids corporel, le développement d’un
syndrome métabolique et I’accroissement du risque de lithiase avec une évolution potentielle
vers un diabete de type II [19,20]. Enfin, les calcifications pathologiques sont aussi associées
au processus de vieillissement [21].

Dans cet article, nous nous focaliserons sur le lien de cause a effet qui existe pour la lithiase
[22-24], et qui s’esquisse pour d’autres organes comme la prostate [25], entre la pathologie et
certaines caractéristiques physicochimiques de la calcification qui I’accompagne [26,27]. Les
résultats récents que nous avons obtenus concernant les calcifications présentes au niveau du
rein [28], de la prostate [29], de la thyroide, de valves aortiques [30] et du cartilage [31] sont
mis en perspective avec d’autres travaux comme ceux inhérents notamment aux cancers du
sein [9,10] afin d’en apprécier les similitudes et les différences. Cette approche comparative
tente ainsi de définir une démarche expérimentale plus générale basée sur des techniques de
caractérisation de laboratoire ou spécifiques aux grands instruments [32], afin d’établir un lien
entre calcifications non désirées et pathologie. Pour le clinicien, s’ouvrent des opportunités
sur la possibilité de poser un diagnostic médical précoce. Les derniers développements
technologiques autorisent en effet la caractérisation de calcifications de dimension
submicrométrique.

Liens entre calcifications et pathologies.

Dans les reins et probablement dans beaucoup d’autres organes, la nature et les
caractéristiques physicochimiques des calcifications apportent des informations essentielles
sur la pathologie ou les anomalies biochimiques qui en sont responsables. Ainsi, au niveau
rénal, la struvite est un marqueur spécifique des infections de I’appareil urinaire par des
microorganismes uréolytiques [33,34]. La cystine témoigne d’une tubulopathie génétique
(cystinurie) [35,36] ou d’un déficit de synthése de la cystinosine conduisant a une
accumulation intralysosomale de cystine (cystinose) [37,38]. Dans certains cas, il existe une
relation univoque entre la nature chimique de la calcification et la pathologie. Il en est ainsi au
niveau rénal pour la dihydroxyadénine qui révele un déficit génétique en adénine
phosphoribosyltransférase [39-42]. D’autres phases insolubles observées dans le rein
orientent vers des contextes pathologiques particuliers ou des facteurs extérieurs trés



spécifiques sont impliqués comme la silice opaline qui suppose une charge en dérivés
minéraux du silicium [43,44], ’acide méthyl-1-urique qui est toujours associé simultanément
a la consommation de café¢ine et a une imprégnation aluminique, ou encore certains
métabolites médicamenteux qui supposent un traitement aigu ou chronique par des doses
¢levées de médicaments dont le principe actif ou les métabolites sont peu solubles [45-47].
Dans le cas des calcifications mammaires, la présence de phosphate de calcium carbonaté
apatitique a faible teneur en carbonate a été décrite comme un marqueur de malignité en
raison de son association a des tumeurs cancéreuses [48].
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Caracteére ubiquitaire des calcifications

Des calcifications ont été décrites dans de nombreux organes : les reins [49,50], le pancréas
[51], le cerveau [52], les glandes mammaires [53—55], les glandes salivaires [56], le systeme
cardiovasculaire [57,58], I’épiderme [59], le foie, la vésicule et les voies biliaires [6,60], la
prostate [61], les poumons [62], le placenta [63], le diaphragme [64,65], les cartilages [66],
les disques intervertébraux [67], les ménisques [68], les ligaments [69], sans oublier la plaque
dentaire [70,71]. L’utilisation du terme générique « calcification » est théoriquement impropre
car tous les dépdts cristallins intratissulaires ne contiennent pas du calcium. Rappelons que les
tophi goutteux associés a I’hyperuricémie sont faits d’urate acide de sodium monohydraté.
Les dépots épithéliaux des pyélites incrustantes sont faits de struvite et différentes images de
néphrocalcinose sont en fait le résultat d’une accumulation dans le tissu rénal de cristaux de



nature diverse, mais parfois non calciques comme la dihydroxyadénine. De plus, parmi les
sels calciques, il existe différentes formes cristallines conduisant a des pathologies parfois tres
différentes. Il est donc souvent intéressant, et méme essentiel dans certains cas, d’utiliser les
caractéristiques physicochimiques des calcifications comme outil diagnostique et de
rechercher plus précisément le lien existant entre les calcifications observées et un contexte
pathologique donn¢ pour les différents organes ou elles peuvent étre caractérisées [2,4,72,73].

Différents types de calcifications et physicochimie associée

Sur le plan physicochimique, les calcifications pathologiques sont des biomatériaux
complexes associant bien souvent une partie minérale et une partie organique ainsi que des
¢léments traces. Ces matériaux biologiques hybrides exhibent une structure hiérarchique, tout
au moins pour la partie minérale dans laquelle des nanocristaux s’assemblent pour former des
microcristallites, 1’agglomération de ces derniers formant la calcification [74]. Les
calcifications pathologiques (mais aussi physiologiques) sont issues d’une chimie douce [75],
c’est-a-dire que leur synthese s’effectue a température et pression ambiantes pour des valeurs
de pH limitées par la biochimie et qui s’inscrivent entre 5 et 8. Projeter les concepts de la
chimie douce dans cette problématique médicale constitue donc une opportunité sans
équivalence pour en décrire les mécanismes biochimiques associés. Dans cette démarche,
nous pouvons d’ores et déja prendre en compte la cinétique et la thermodynamique dans la
compréhension des processus de biochimie qui conditionnent la pathogenése de ces
calcifications.

Ainsi, dans le cas des calculs rénaux d’oxalate de calcium, la thermodynamique est
prédominante lorsque ’on s’intéresse aux hyperoxaluries avec comme phase chimique
générée la whewellite (CaC,04.H,0). Au contraire, la thermodynamique s’efface au profit de
la cinétique de la réaction dans le cas des hyper-calciuries avec cette fois la weddellite
(CaC,04.2H,0) comme phase chimique présente dans les calculs. Pour ce qui touche aux
processus de germination-croissance, deux types de processus de nucléation primaire existent
dans une urine sursaturée. Si une proportion limitée de calculs se forme suivant un processus
de nucléation homogene (i.e. une simple précipitation engendrée par une sursaturation), on
observe de plus en plus leur formation dans le cadre d’un processus de nucléation hétérogéne
liée notamment a la présence a la surface de I’épithélium papillaire d’une calcification
développée initialement dans ’interstitium et appelée plaque de Randall qui joue le role de
centre nucléateur [76,77]. Cet ensemble complexe de notions médicales et physicochimiques
nous conduit, afin d’établir un lien entre pathologie et caractéristiques physicochimiques de la
calcification, a considérer les différents ¢léments suivants : les formes amorphes ou
cristallines, la teneur en carbonate, la teneur en éléments traces, la morphologie des
cristallites.

Nous nous limiterons toutefois, pour des raisons de clarté, aux calcifications dont 1’apatite est
la principale composante [78—80] et tenterons de répondre a la question suivante : les
calcifications non désirées ont-elles toujours un caractére pathologique, c’est-a-dire la
capacité d’altérer le fonctionnement de I’organe ou du tissu ou elles se forment ? Calcification
bénigne ou pathologique ?



Le caractére pathologique des calcifications n’est pas toujours reconnu. Alors qu’une
concrétion au niveau du rein est souvent, mais pas toujours, considérée comme pathologique,
certaines calcifications présentes dans les poumons [81] ou les glandes mammaires [82]
peuvent étre considérées comme bénignes, c’est-a-dire sans retentissement fonctionnel sur
I’organe ou elles sont observées. De méme, dans le cartilage de I’articulation du genou, des
calcifications sont observées chez de trés jeunes patients [83] mais, a ce jour, elles ne
constituent pas un risque ultérieur de détérioration du cartilage. Néanmoins, il convient de
souligner que I’interaction entre les calcifications et le tissu a fait I’objet de nombreuses
¢tudes in vivo. Ainsi, dans le cas de la whitlockite, Klein et al. [84] ont évoqué un processus
d’inflammation impliquant certaines cellules du tissu osseux. Une étude similaire publiée par
Semmelin et al. [85] suggere de plus une réponse immunitaire en regard des processus de
cristallisation. Plus récemment, différents travaux ont montré que la présence de cristaux peut
induire une modification du fonctionnement cellulaire [86,87], une inflammation [88,89] ou
encore une modification du phénotype de la cellule [90]. De ce fait, le caractére pathologique
d’une calcification se doit d’étre considéré dans la plupart des cas.

Composition chimique

Nous avons déja souligné la grande diversité des phases chimiques identifiées dans les
calcifications pathologiques [28,29]. Dans le cas du rein, une centaine a été rapportée dans les
calculs rénaux. Une compilation non exhaustive de la littérature est présentée dans le tableau I
qui précise la localisation des calcifications pour chacune des phases chimiques.

Principales techniques physiques d’investigation

Au cours des dernieres décennies, 1’émergence de nouveaux concepts en physique [91-93] a
suscité le développement de dispositifs expérimentaux originaux liés ou non aux grands
instruments i.e. aux centres de rayonnement synchrotron ou aux réacteurs nucléaires de
recherche [94-99]. Les derniers développements technologiques inhérents aussi bien a
I’optique qu’aux systemes de détection ont parfait le protocole de mesure en offrant la
possibilité d’une caractérisation en temps réel et a I’échelle subcellulaire [100—105].

Sur le plan médical, ces nouvelles opportunités ont permis toute une série d’avancées
significatives [106—-109]. Plus précisément, lorsque I’on se focalise sur les calcifications
pathologiques, au moins deux types sont en cours de réalisation. Le premier porte sur la
compréhension des processus biochimiques qui pilotent la pathogenese de ces calcifications,
le second sur la précocit¢ du diagnostic médical [110]. Rappelons ici que la premicre
expérience réalisée sur le nouveau centre de rayonnement synchrotron frangais, SOLEIL
(Source optimisée de lumiére d’énergie intermédiaire du LURE) a été effectuée sur un calcul
rénal [111]. Les nouveaux développements technologiques ont considérablement amélioré la
sensibilit¢ des techniques physiques de caractérisation, qu’il s’agisse des techniques
conventionnelles comme la spectroscopie infrarouge, la diffraction des rayons X ou la
microscopie €lectronique a balayage. De plus, la dimension des échantillons analysables a été
considérablement réduite, permettant 1’étude de prélévements biologiques a 1’échelle
micrométrique et méme subcellulaire, voire encore inférieure pour certaines techniques. Dans
le cas d’une calcification pathologique, les techniques utilisables doivent permettre de



répondre a plusieurs questions : quelle est sa nature chimique ? Quelle est sa forme cristalline
? Quelles sont ses caractéristiques morphologiques ou structurales et quelle est leur
signification biochimique et/ou pathologique ? Compte tenu des informations a collecter, nous
avons eu recours a plusieurs techniques complémentaires dont les apports respectifs sont
brievement décrits ci-dessous.

Ces dispositifs expérimentaux sont basés pour la plupart sur les interactions électrons-matiére
ou neutrons-maticre. Ils permettent au sein des calcifications :

- d’identifier les différents ¢léments par fluorescence X. Ainsi, le clinicien est 8 méme de
mettre en évidence dans une biopsie la présence de néphrotoxiques comme le mercure, le
plomb ou le cadmium ;

- de préciser pour chaque ¢lément son état d’oxydation par spectroscopie d’absorption X. Par
exemple, différencier le chrome VI du chrome IV constitue une information cruciale pour le
clinicien ;

- de déterminer la nature des liaisons chimiques entre ces éléments par spectroscopie
infrarouge. En précisant la composition chimique de la calcification i.e. en mettant en
¢vidence la présence de struvite dans un calcul rénal, le clinicien en percoit la nature
infectieuse ;

- d’évaluer les désordres tissulaires par spectroscopie UV visible puisque cet outil est apte a
décrire 1’accumulation pathologique de certaines protéines, cette agglomération pouvant étre
reliée a des pathologies comme les myélomes.

Sans entrer dans le détail des formalismes théoriques sousjacents et sans €tre exhaustif, nous
allons présenter différentes techniques jouant un role clé¢ a I’interface physique—chimie—
médecine en commengant par une description sommaire d’un grand instrument, le
synchrotron.

Rayonnement synchrotron

C’est un rayonnement électromagnétique €émis par un faisceau d’électrons dont la vitesse
approche celle de la lumiére, maintenu a 1’aide d’aimants supraconducteurs pour certains sur
une trajectoire fermée. Inauguré fin 2006, le centre national de rayonnement synchrotron, le
synchrotron SOLEIL, ne se limite pas a une source de rayonnement ¢lectromagnétique aux
propriétés exceptionnelles en termes de brillance, grandeur physique reliée au nombre de
photons émis et ce sur une large gamme spectrale s’étendant des rayons X durs au térahertz.
Ce laboratoire de recherche a part entiere constitue également un carrefour sans équivalence
ou différentes thématiques liées a la physique, la chimie, la biologie et la médecine
s’interpénetrent.

Effectuer des expériences implantées sur ces batis expérimentaux, aussi dénommés lignes de
lumicre, ne se restreint donc pas a 1’acquisition de données dont la qualité en termes de
rapport signal sur bruit est sans équivalence. Il s’agit aussi d’une opportunité de bénéficier,



par des échanges avec les responsables scientifiques, des nouveaux concepts ou encore des
nouveaux développements technologiques en cours.

Spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier

Elle consiste a exposer I’échantillon a un faisceau infrarouge polychromatique et a enregistrer
son spectre d’absorption moléculaire. L’intérét de cette technique est de permettre de
caractériser aussi bien des composés minéraux qu’organiques, cristallisés ou amorphes, purs
ou mélangés. Elle est donc particuliérement intéressante pour identifier les especes cristallines
et détecter la matrice organique qui les accompagne.

Lorsque les cristaux sont observés au sein de coupes tissulaires, on peut les identifier par
microscopie infrarouge. Pour ce faire, les biopsies sont déposées non pas sur une lame de
verre classique mais sur une lame de verre métallisée compatible avec 1’acquisition de
spectres d’absorption infrarouge mais aussi avec les techniques de coloration liée a
I’histochimie.

En raison de la taille micrométrique du faisceau (de 30 mm pour un imageur infrarouge de
laboratoire a 6 mm pour un dispositif implanté sur une source de rayonnement synchrotron), il
est possible de connaitre précisément la composition chimique de calcifications ectopiques de
dimension micrométrique et de les localiser au sein des différentes parties du tissu.

Fluorescence X

Lorsque 1I’on bombarde de la matiere avec des photons d’énergie suffisante, les photons
incidents éjectent un électron de coeur du cortege électronique de I’atome. Le retour a 1’état
fondamental de I’atome ainsi placé dans un état excité s’accompagne d’une émission de
photons dénommés photons de fluorescence. La fluorescence X est un processus radiatif 1ié
au réarrangement du cortége électronique. L’énergie des photons de fluorescence permet
d’établir la liste des divers ¢léments présents. Ainsi, lorsque le clinicien recherche des
¢léments toxiques comme le plomb ou d’autres ¢léments lourds, la réponse peut provenir
d’expériences de fluorescence X.

Spectroscopie d’absorption X

Mettre en évidence des €léments lourds n’est pas toujours suffisant. Le clinicien peut aussi
vouloir connaitre leur état d’oxydation. C’est le cas du chrome, élément pour lequel il
convient de distinguer le CrVI du CrIV. La spectroscopie d’absorption différencie ces deux
¢tats. Cette technique permet aussi de décrire précisément la premiére sphére de coordination,
c’est a dire de définir la nature et le nombre des atomes voisins de chacun des ¢léments
présents au sein du matériau [112].

Microscopie électronique a balayage

Imager les calcifications pathologiques, se présentant sous la forme de concrétions ou bien
encore insérées dans un tissu a I’échelle mésoscopique (c’est-a-dire micrométrique), se révele
essentiel. La microscopie électronique a balayage permet non seulement une connaissance



concise de la topologie de la calcification a une échelle submicronique mais aussi sa
cartographie chimique en précisant la distribution spatiale des différents éléments a
I’exception toutefois des éléments traces.

Notons que les microscopes ¢lectroniques a balayage de derni¢re génération que nous avons
mis en oeuvre permettent de s’affranchir du dépdt de graphite utilisé¢ antérieurement pour
améliorer la conductivité.

Diffraction neutronique

Toute matiere irradiée par un faisceau de photons, d’¢électrons ou de neutrons émet dans toutes
les directions un rayonnement de méme énergie (ou d’énergie treés voisine). C’est le
phénomene de diffusion. Les raies de diffraction obtenues ont une position et une intensité en
relation avec 1’agencement des atomes au sein de 1’échantillon, la largeur des raies de
diffraction reflétant la taille moyenne des cristaux. Dans le cas de la diffraction neutronique,
on tire parti de la grande pénétration des neutrons qui permet de prendre en compte
I’ensemble de la masse de 1’échantillon (par exemple, un calcul de dimension millimétrique)
sans en altérer 1’intégrité physicochimique. Dans la mesure ou les phases chimiques
contiennent majoritairement des €léments légers (H, O, N, C, Ca), la diffraction neutronique
constitue dans cette indication un outil particulierement adapté pour mesurer la taille des
cristaux.

Apatites de calcium

Le tableau I montre clairement le caractére ubiquitaire des calcifications pathologiques
constituées d’apatite. Cette ubiquité peut expliquer en partie la difficulté d’établir un lien
significatif entre ces calcifications et une pathologie. De ce fait, si I’on prend le cas des
calculs rénaux, qui sont en général multiphasiques, c’est la phase chimique qui accompagne
I’apatite ou encore la teneur en carbonate de 1’apatite qui permet de poser le diagnostic.

Ainsi, lorsque I’apatite s’accompagne de struvite, elle indique une infection urinaire a germes
uréasiques. Si elle coexiste avec du phosphate amorphe de calcium ou de la whitlockite, cela
évoque aussi une infection urinaire, mais cette fois a germes uréasiques ou non. Si I’apatite est
associ¢e a 1’oxalate de calcium, elle oriente vers une hyper-calciurie, un diabéte phosphatg,
une anomalie de D’acidification urinaire ou encore une hyperparathyroidie primaire. On
retrouve une difficulté similaire pour le cancer du sein. Des microcalcifications constituées
d’apatite ont été identifiées dans les glandes mammaires. Si elles s’associent le plus souvent a
des Iésions malignes, elles peuvent aussi s’observer pour des 1€sions bénignes [113].

Forme amorphe de ’apatite de calcium

L’apatite carbonatée peut se présenter sous une forme amorphe dénommée phosphates
amorphes de calcium carbonatés (PACC). Plus précisément, les apatites biologiques sont des
nanocristaux trés réactifs, ayant a leur surface une couche hydratée responsable de leurs
propriétés biologiques [78,114,115]. Sur le plan biochimique, il s’agit 12 d’une forme de
précipitation rapide des phosphates calciques qui permet essentiellement de réduire une



sursaturation locale importante : par exemple, dans le cas de I'urine, une teneur élevée en
PACC (> 20 %) sera tres souvent la conséquence d’une infection.

La spectroscopie infrarouge constitue une technique de caractérisation classique en
milieu hospitalier pour décrire la composition chimique des calcifications pathologiques
[116]. Dans le cas des apatites, les différentes bandes d’absorption sont parfaitement
assignées (figure 1A). Ainsi, les bandes v, et v; correspondant aux ¢longations de la liaison P-
O sont observables respectivement a 960-962 cm™ et 1035-1045 cm™ alors que la déformation
v4 O-P-O correspond au doublet 602-563 cm™. C’est un épaulement de la bande d’absorption
n3 (1060 cm™) qui indique la présence de la phase amorphe.
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La caractérisation de cette phase peut s’effectuer également par spectroscopie d’absorption X
qui est une technique spécifique au rayonnement synchrotron [117]. Elle est particuliérement
adaptée aux matériaux ne possédant pas d’ordre a grande distance comme les agrégats
métalliques ou les amorphes [118]. Cette spécificit¢ rend compte du nombre important
d’investigations structurales de composés biologiques basées sur cette spectroscopie [119—
122]. Récemment, nous avons voulu connaitre la nature et les proportions exactes des phases
minérales présentes dans la plaque de Randall et apprécier sices proportions étaient modifi¢es
lorsque I’on se déplace du sommet de la papille vers la médullaire profonde du rein. L’un des
avantages de la spectroscopie d’absorption X par rapport a la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier est de pouvoir réaliser la mesure sans protocole de préparation
susceptible d’altérer I’état physicochimique de I’échantillon i.e. sans affecter la teneur en eau
de I’échantillon qui pilote la transition entre la phase apatite amorphe et la phase apatite
nanocristalline. Sur la figure 1B, les structures C1 et C2 proviennent de I’existence dans
I’apatite de deux sites cristallographiques distincts pour le calcium, présents dans un rapport
2/3 [112]. Lorsque 1’on passe d’une apatite trés bien cristallisée a une carbapatite biologique
puis au PACC, il faut tenir compte des atomes de calcium présents en surface qui altérent la
séparation entre les deux composantes du doublet C1-C2 (figure 1B). Curieusement, la phase
amorphe, souvent présente au coté de I’apatite, n’a pas été répertori¢e dans le cas du cancer
du sein [9]. En effet, dans cette pathologie, seules deux phases chimiques, 1’apatite et la
weddellite, ont été identifiées par spectroscopie infrarouge. Plus généralement, lorsque 1’on



identifie au sein d’une calcification pathologique de 1’apatite biologique, la présence de son
précurseur devrait étre discutée.

Teneur en carbonate

La teneur en carbonates des apatites biologiques a fait I’objet de nombreux travaux [123,124].
Pour la lithiase urinaire et le cancer du sein, elle a une signification clinique forte. Au niveau
rénal, la teneur en carbonate des apatites présentes dans le calcul est faible, inhérente a des
situations d’acidoses tubulaires ou a des causes métaboliques impliquant le calcium et/ou le
phosphate. A 1’opposé, les lithiases générées par uréolyse bactérienne ont des teneurs élevées
en carbonate, presque toujours supérieures a 15 % (figures 2 et 3) [125].
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Figure 2. Origine biologique de la plaque de Randall et teneur en carbonate

La teneur en carbonate est appréciée par ’intensité relative des pics du groupement
CO;” observés entre 1415 et 1475 cm™ et autour de 875 cm™ par rapport 4 celle du pic du
groupement PO, 41035 cm™.
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Figure 3. Relation entre teneur en carbonate de 1’apatite et concentration en empreintes de
bactéries dans les calculs d’origine infectieuse d’apres [121].

Il est aussi possible d’utiliser la teneur en carbonate pour déterminer 1’origine de la
calcification. C’est le cas pour les plaques de Randall. Lorsqu’elle est élevée, la plaque est
d’origine interstitielle alors que si elle est basse, elle évoque une origine urinaire (tubulaire).

Pour le cancer du sein, les travaux de Baker et al. [48] ont montré que la teneur en carbonate
pouvait constituer une signature supplémentaire si 1’on désirait faire la distinction entre
Iésions bénignes et malignes, le taux de carbonate étant plus faible en cas de tumeur
cancereuse.

Finalement, en ce qui concerne 1’os, différents travaux portent sur une relation entre
I’ostéoporose et la teneur en carbonate de I’apatite. L’analyse des spectres infrarouge peut,
dans ce cas, tenir compte d’especes peu discutées dans le cadre de la lithiase comme les
groupements labiles CO3~2, HPO4> et PO,”". En fait, dans les calculs rénaux, plusieurs phases
chimiques sont souvent présentes simultanément en raison de la plus grande variabilité du
milieu urinaire comparativement au milieu intérieur. Les divers modes d’absorption de ces
phases chimiques se superposent dans le spectre infrarouge, rendant plus complexe
I’interprétation des spectres obtenus. Au niveau osseux, comme le rapportent Kourkoumelis et
al. [126] dans une publication récente, la proportion des groupements labiles de 1’apatite est
modifiée significativement dans certains états pathologiques. En particulier, la teneur en



carbonate de I’apatite est influencée par 1’état inflammatoire et la présence ou non d’une
ostéoporose.

Ainsi, lorsque I’apatite est identifiée dans une calcification pathologique, la teneur en
carbonates se doit d’étre abordée. Pour ce faire, il convient de caractériser la calcification par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier et non par une technique de diffraction X.
En effet, les techniques de diffusion-diffraction [127] sont peu sensibles a ce paramétre
physicochimique qui s’avére étre un témoin trés sensible aux conditions biochimiques pour
plusieurs pathologies.

Teneur en éléments traces

Les apatites de calcium sont des composés dont la capacité a absorber (i.e. incorporer dans
leur maille cristalline) ou adsorber (i.e. fixer a la surface des cristaux) des éléments traces est
bien connue [128]. Sur le plan physiologique, la partie minérale du tissu osseux i.e. I’apatite
sert de réservoir a différents éléments traces comme le zinc (Zn). De fait, il n’est pas étonnant
que parmi les composés chimiques identifiés dans les calculs rénaux, les apatites soient
associées aux teneurs en €¢léments traces les plus importantes (tableau II) [129].

TABLEAU I
Teneur moyenne en différents éléments des apatites présentes dans les calculs rénaux

Fe (1g/g) Cu (ng/9) In (ng/9) se (xg/q) Rb (1g/g) Sr (n9/g) Pb (19/g)
Ca0x 32 4 95 1,5 2 74 12
Apatite 44 7 1059 1 14 455 31
AU 6 1,5 4 0,3 0,1 4 0,8
Cystine 6 3 11 4 0,02 0,7 0,1

AU : acide urique ; Ca0x : oxalate de calcium.

Cependant, il convient de souligner que des différences majeures existent selon 1’origine
de I’apatite. Ainsi, les apatites des plaques de Randall formées dans la médullaire profonde du
rein, derriere 1’épithélium papillaire, ont des teneurs en Zn 5 a 10 fois supérieures a celles
observées dans les apatites issues des tubes rénaux qui forment les calculs (tableau III),
suggérant le caractére inflammatoire de la plaque de Randall et la réaction tissulaire a la
présence de ces calcifications considérées comme indésirables par le tissu rénal.



TABLEAU Il

Teneur en zinc (Zn) des apatites présentes dans les plaques de
Randall

Apatite dans les calculs rénaux’ 1059 £ 934

Plague de Randall sur les calculs

N4511 5056 + 438
N7283 4677 = 405
N10986 9948 + 862
N20872 7939 + 688
N26345 5559 * 482
N29244 4572 + 396
N42554 1903 * 165

" Teneur moyenne en Zn dans la carbapatite d’un calcul rénal.

Structure a I’échelle mésoscopique



Figure 4 A a D. Différents aspects morphologiques des apatites biologiques observées dans
des calculs rénaux (microscopie électronique a balayage)

Figure 5 A a C. Images de calculs en microscopie électronique a balayage

A. Empreintes de bactéries observées a la surface d’un calcul rénal. B. Empreintes de
bactéries observées a la surface d’un calcul biliaire. C. Empreintes de bactéries observées a la
surface d’un calcul prostatique.

Les mesures de diffraction des rayons X ou de neutrons indiquent une isomorphie des apatites
biologiques a 1’échelle nanométrique [130] : ainsi, quelle que soit leur origine biologique, les
nanocristaux qui les composent semblent avoir la méme forme, les mémes dimensions avec
une direction de croissance privilégiée selon 1’axe c (anisotropie) [131]. En revanche, a
I’échelle mésoscopique (c’est-a-dire du micron), les apatites biologiques se présentent sous
différentes structures dont quelques-unes sont illustrées sur la figure 4. La taille des sphéres



(figure 4A), leur structure interne (concentrique en figure 4B), leur aspect diffus qui dépend,
entre autres, de I’importance de la partie organique de la calcification (figure 4C et D) sont
autant de caractéristiques morphologiques qui peuvent étre modulées par la pathologie.

De plus, cette description a 1’échelle mésoscopique permet de s’intéresser aux empreintes de
bactéries qui peuvent exister a la surface de certaines calcifications pathologiques. La
recherche de telles empreintes par microscopie électronique a balayage concerne plusieurs
pathologies (figure 5). Dans le cas de la lithiase urinaire, différents travaux ont déja notifié
leur présence a la surface de calculs rénaux [132]. Nous avons récemment émis une
explication fondée sur la taille des cristaux pour rendre compte de la présence d’empreintes de
bactéries a la surface des calculs d’apatite et de leur absence lorsque le calcul est constitué de
struvite bien que, dans ce cas, 1’origine infectieuse soit évidente [133]. Plus précisément, dans
le cas de calculs composés de struvite, c’est la morphologie des cristaux qui est modifiée par
I’activité bactérienne [134]. D’autres types de travaux se sont focalisés sur le rdle des
bactéries dans les pyé¢lonéphrites [135].

Les calculs rénaux (figure 5A) ne sont pas les seules concrétions pour lesquelles des
empreintes de bactéries ont été observées. Dans le cas des calculs biliaires « bruns », qui sont
généralement de nature pigmentaire (figure 5B), la présence de bactéries a été mise en
¢vidence par microscopie électronique a balayage [136,137]. De méme, a la surface de calculs
prostatiques, des empreintes de bactéries ont été observées (figure 5C). Dans une étude
récente ou cette recherche a été systématique a la surface de calculs prostatiques, nous avons
constaté que des processus infectieux étaient associ€és a une proportion ¢élevée de calculs
prostatiques [25]. A noter que, sur le plan physicochimique, plusieurs travaux soulignent la
possibilité de synthétiser de 1’apatite par le biais d’une activité bactérienne [138].

Conclusion

La mise en perspective des différentes investigations dédiées aux calcifications pathologiques
permet de définir une démarche expérimentale pour la caractérisation des parameétres
physicochimiques pertinents. Ainsi, dans le cas ou ces calcifications pathologiques sont
composées d’apatite de calcium, il est nécessaire :

] d’apprécier la présence éventuelle de son précurseur amorphe ou d’autres phases chimiques
par spectroscopie infrarouge ;

'] d’évaluer le taux de carbonatation et, si possible, les différentes espéces de carbonate
(labiles. . .) par spectroscopie infrarouge ;

1 d’identifier par fluorescence X les éléments traces susceptibles d’étre adsorbés ou piégés et
¢ventuellement de procéder a des expériences de spéciation par spectroscopie d’absorption X
afin de préciser leur état d’oxydation ;

"1 de décrire la surface a 1’échelle mésoscopique afin d’établir la morphologie des cristallites
et de relever la présence éventuelle d’empreintes de bactéries par microscopie électronique a
balayage.



Cet ensemble de caractéristiques structurales définit en retour les techniques de caractérisation
qu’il est nécessaire de combiner pour établir dans les meilleures conditions un lien avec la
pathologie. L’opportunité de réaliser ces mesures a des échelles subcellulaires, grace a
I’émergence de nouveaux dispositifs expérimentaux spécifiques ou non aux grands
instruments (centres de rayonnement synchrotron ou réacteurs nucléaires de recherche),
catalyse de nouvelles investigations a cette interface physique-chimie-médecine. Cette
démarche a déja permis de proposer ce type de techniques de caractérisation comme outil de
diagnostic d’autant plus précoce qu’elles sont capables de décrire la physicochimie des
microcristaux [108].
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