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Résumé.Cette mise au point a pour objet de dépeindravascées récentes effectuées pour
les pathologies microcristallines grace a la miseosuvre de techniques de physicochimie.
Pour le clinicien, cette nouvelle opportunité perpaur certaines pathologies séveres la pose
d’un diagnostic précoce. En ce qui concerne lelgbagies microcristallines rénales, plus de
guatre cents biopsies ont déja bénéficié d’'une tghproche. L'ensemble des données permet
une description précise de la physicochimie asepcadape incontournable si I'on désire
comprendre en détail les processus biochimiqugsnssbles de leur formation. Parmi ces
guatre cents patients, soulignons que pour 7 desuix, la pose d’'un diagnostic précoce a
partir notamment des mesures réalisées sur le syinch Soleil leur a permis d'éviter la
dialyse et la greffe.

Désormais, nous nous intéressons a des pathologiescristallines touchant d’autres
organes et cette recherche s’effectue sur le piternational en étroite collaboration avec
différents services d’anatomopathologie et plusiedéquipes médicales francaises et
étrangeres. Apres avoir esquissé le formalisme dex dtechniques, la microscopie
électronique a balayage et la microspectroscodrarouge a transformée de Fourier qui
jouent un réle-clé dans cette recherche, quelqxemles sont donnés. Pour la spectroscopie
infrarouge, I'utilisation du rayonnement synchrotcmmme sonde sera abordée.



L’émergence des nouvelles technologies dans le thenmaédical autorise un nouveau
paradigme concernant les pathologies microcrigedli[1-4]. Sur le plan clinique, I'un des
défis consiste a clarifier la relation a la patlgido S’agit-il d'un lien de causalité ou d’'une
simple proximité spatiale. Ce lien de causalitétpgavérer réciproque, la calcification
pouvant étre la conséquence directe de la patllggiculs et cristaux rénaux composes de
dihydroxy-2,8 adénine) [5,6] comme elle est susbéptd’induire un changement du
phénotype de la cellule [7].

Le spectre des pathologies qui s'accompagnent lddications est étendu. De facto,
étudier ces entités biologiques conduit a des aemsur certaines formes de cancers [8], sur
les processus infectieux [9], sur des maladiesrenmementales [10] et génétiques [11]. Quel
intérét pour le clinicien ? Préciser les caracténies physicochimiques de ces formes de
dépbts minéraux anormaux, calciqgues ou non, darssunou un organe permet la pose d’un
diagnostic médical précoce car cette caractérisateffectue a I'échelle subcellulaire. Parmi
les quatre cents patients qui ont bénéficié dee aativelle approche, sept d’entre eux ont
évité la dialyse et donc la greffe. L'ensemble ddecétude a mis en évidence une diversité
structurale et chimique des calcifications ectopgjuénales que la littérature médicale a a
peine esquissée [12,13], ouvrant ainsi un nouvéamp de recherche. Quel intérét pour le
physicochimiste ? En décrivant a différentes éelsdlflu macroscopique a I'échelle atomique)
de maniére originale les conditions physico-chiregjet biologiques qui sous-tendent leur
genese, une recherche fondamentale sur les precdssgactivité de surface entre éléments
traces et nanocristaux (catalyse, adsorption) morensur la conception de matériaux bio-

inspirés minéral-organique est engagée.

La démarche scientifique

Inspirée de celle définie par Claude Bernard (18388), dont on a célébré il y a peu le
bicentenaire de la naissance, elle coordonne étajges : I'observation, la mise en place d’'un
formalisme théorique et enfin la conception d'urotpcole de synthese respectant la
physiologie. Cette recherche est complexe. En ,eféetsynthése de ces nanomatériaux
hybrides minéral-organique s’accomplit dans uneuila fluide circulant (inhomogéne et de
pH variable entre 4.5 et 7.6) dont la géométriedestype «fluidique » avec des parois qui
sont le siege de transfert d’anions et de catibagpremiére partie constitue donc un espace
de recherche ou beaucoup d’observations resteffécuer. Pour la deuxieme étape, notons
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gue des avancées significsatives ont été réalisgmsmment sur le formalisme théorique
simulant le processus de minéralisation lorsqusefient issues d’une sursaturation [14-16].
Ces nouveaux développements intégrés dans le @bdianokin permettent par exemple
d’appréhender la compétition entre deux phases raleg® de méme composition mais de
solubilités difféerentes a partir d’'une solutiontigiement sursaturée. Ainsi, dans le cas des
calculs rénaux d'oxalate de calcium (qui représenpees de 70% des calculs dans les pays
industrialisés), deux phases la whewellite (&2H.0) la plus stable thermodynamiguement
et la weddellite (CafD,.2H,0) sont générées l'une étant associée a un contexte
d’hyperoxalurie (la whewelite) l'autre a un context’hyperoxalurie (la weddelite). Ce
nouveau logiciel Nanokin [17] devrait donc pernmestles avancées majeures dans la
guantification de cette compétition d’autant plusigpermet d’appréhender les processus de
nucléation hétérogéne associés a la plaque de Rabdalépot de phosphate de calcium sert
en effet de centre nucléateur pour les calculsadaig de calcium. L’autre point d'importance
majeure offert par ce logiciel pour les calcificais pathologiques est lié & I'opportunité
d’envisager le rble de certains cations dans ladbion de calcifications vasculaires chez les
patients dialysés. En effet, la littérature médicatl physicochimiste souligne I'importance de
Mg** comme inhibiteur des processus de nucléations elgocroissance des phosphates de
calcium [18,19]. Ce logiciel permettrais d’évalulr maniere plus significative le réle de ce
cation en jouant sur la nature de ces ligands.

Enfin, il convient de relever que la synthése eléype de matériaux comme les oxalates
de calcium constitue un sujet de recherche d’atéuadajeur a la croisée de thématiques liee
a la médecine, a la biologie végétale ou encoie Gohservation de monuments historiques
[20-23]. En ce qui nous concerne, un projet estanms pour simuler, en respectant au mieux
la physiologie du rein, la germination-croissaneecgs calcifications [24]. Notons qu’une
telle synthése doit tenir compte de la présenciEménts traces [25,26]. Finalement, pour
cette thématique, si les modeles animaux sont pebreux car présentant une limitation liée
a la physiologie, des résultats majeurs ont éténuist [27,28].

Sur la figure 1, nous avons voulu schématisee aettherche mise en place sur le plan
international qui s’est établie autour de collatiorss multicentriques et multidisciplinaires
impliquant des équipes médicales et des physianistes. Elle conjugue la caractérisation de
calcifications pathologiques [1-3,29] de différententités biologiques (thyroide, cartilage
[30-33] systeme auditif (otolithes), reins [34-3@jlandes mammaires, prostate [37,38],
systeme cardiovasculaire [39,40]) par des techsigiedaboratoire ou spécifiques aux grands
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instruments. Les techniques d’'imagerie (Figure tAjnme la microscopie électronique a
balayage (MEB) ou en transmission (MET) permetmtcaractériser la structure de ces
entités a des échelles submicroniques (et sansayméparation de I'’échantillon pour le
MEB) [11,41-44]. Les spectroscopies vibrationnelldigure 1B) de laboratoire
(spectroscopie de génération du second harmoniqu8HG, spectroscopie infra rouge a
transformée de Fourier, spectroscopie RAMAN) ou lanfées sur le synchrotron soleil
(lignes de lumiere DISCO pour la spectroscopie U¥ible, AILES et SMIS pour la
spectroscopie dans le proche infra-rouge et I'infiage moyen) décrivent avec une grande
précision la chimie des phases présentes au saiasdealcifications [45-49]. Les techniques
de fluorescence X (le montage prototype de mictm#escence X du laboratoire de Physique
des Solides, le montage PIXE - Proton Induced XEayission du laboratoire Pierre Sie
(CNRS-CEA) ou encore la ligne de lumiere ID21 deufopean Synchrotron Radiation
Facility (ESRF) permettent d’identifier les élémentaces (Figure 1C) susceptibles d’étre
adsorbés ou piégés [50-53]. Eventuellement, ongol®@ des expériences de spéciation par
spectroscopie d’absorption X [54-60] afin de précideur état d’oxydation et leur
environnement (ligne de lumiere DIFFABS) [61-68hfil, les techniques de diffraction des
rayons X (Figure 1D) soit de laboratoire, soit iamgEs sur le synchrotron SOLEIL (lignes de
lumiére DIFFABS et CRISTAL) ou encore des expérinde diffraction de neutrons (ligne
d’expérience G4.1 implantée sur le LLB) complétees$ informations en mesurant la taille
des briques primaires qui constituent les calcules calcifications, c’est-a-dire les cristaux
[66-68] ou permettent la résolution de structuresqy’ici non observées [69-74]. Plus
récemment, des résultats particulierement remalgsiamt été obtenus en RMN [75-77].
Bien slr d’autres techniques comme la microtomdgeadonnent des résultats intéressants
[78-80].

Les concepts de physicochimie associés a cet exeaherche sont empruntés a la
chimie douce [81], la science des surfaces etreateochimie. Cette projection des concepts
est illustrée par différents paralléles que nousnavétablis en prenant comme l'une des
sources les cours des Prof. J. Livage et C. Saraih€nllege de France [82,83]. La premiere
similarité (Figure 1E) avec les calcifications pAtiyiques est liée a urdgnomination, les
particules dites « Janus », introduite en 1991Rpame-Gilles de Gennes [84], Prix Nobel de
Physique, lors de la conférence donnée devant yalRBwedish Academy of Sciences suite
aux résultats obtenus par Casagrande et Veysdiéd8mme le souligne A. Perro et al. [86],
si les premiers travaux concernaient des particapFgeriques dont les deux hémispheres
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portaient des fonctions chimiques différentes, aeomatériau original offre 'opportunité de
développer des entités complexes puisque I'on pagendrer cette dissymétrie en jouant
aussi sur la structure en concevant par exemplendestubes de platine sur lesquels on
« enroule » des fils de cobalt, cette dispositintroduisant ainsi une notion de chiralité
suivant le sens de I'enroulement [59]. Si'om#&resse aux calcifications pathologiques, on
observe des particules Janus avec d'un cb6té unsepminérale et de l'autre une phase
organique. De telles structures sont attestéegerées plagues de Randall (calcifications
tissulaires présentes au sommet de la papille) sorgtituées d’aiguilles d’urate de sodium a
'extrémité desquelles se situent des spheres tifap®n observe ainsi des particules Janus
hybrides organo—minérales.

En chimie douce, la notion de gabarit est uneonothajeure [87]. L'utilisation des
propriétés d’auto-assemblage des molécules et gogsramphiphiles permet de générer des
gabarits supramoléculaires et donc de contréléexture et la morphologie des phases en
croissance [88,89]. Cette contrainte exercée surdgphologie de la phase minérale par une
phase organique est retrouvée lorsque I'on obdes/@laques de Randall par microscopie
électronique a balayage. En effet, si nous vend@égoduer le cas ou cette structure est
constituée d’aiguilles d’urate de sodium, la plageeRandall est le plus souvent formée d’un
phosphate de calcium de structure apatitique (Eidu#). Elle se présente alors a I'échelle
mésoscopique comme une agglomération de tube<tenlls calcifiés soit pleins soit vides
[90]. Cette structure si particuliere nous pernientitevoir une nouvelle classe de vecteurs
thérapeutiques ou le principe actif serait inséné pas dans des matériaux pourvus de canaux
ou d’espaces structurés a courte et longue distemwene c’est le cas des solides poreux
développés par G. Ferey [91] mais dont I'organisastructurale n’existerait en fait qu'a
courte distance. En effet, la brique élémentairageaque de Randall résulte de nanocristaux
d’apatite agglomérés en sphéres et c’est 'accuimulale ces sphérules maintenues entre
elles par une trame organique (Figure 1F1) a lasarinterne des tubes collecteurs du rein
qui donne lieu a la formation des tubes. On pewgimer des cylindres dont les parois
seraient constituées d’une agglomération de spliBagsitite et de protéines et qui seraient
chargées en principe actif. On serait ainsi engmes d’'un matériau a la fois bioinspiré et
biocompatible. Enfin, pour terminer avec la notagabarit, présentons un autre cas donné
par les calculs rénaux induits par une infectiontér@enne. Dans ce cas, on retrouve a la
surface des parties du calcul formées d’apatiteel@preintes de bactéries (Figure 1G)
[69,70]. Ainsi, le clinicien peut profiter de lagsticité des apatites biologiques pour mettre en
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evidence des processus infectieux pour des patientsant des calculs dans des contextes
asymptomatiques.

La derniére passerelle que I'on peut concevoireemtatériaux biologiques et chimie
douce est liee aux défauts présents a la surfacealeifications (Figure 1H). De maniere
succincte, la physique des surfaces les distinqarelgur dimension spatiale. Un défaut
ponctuel (de dimension zéro) correspond a une &ainsence d’'un atome) ou a la présence
d’'une impureté. Un défaut & une dimension s’assaciene dislocation (absence d’'une
colonne d’atomes) définie par le vecteur de Bumgeren donne l'orientation et 'amplitude.
Ces dislocations peuvent éventuellement s’'orgareéseréseau. Les marches présentes a la
surface sont des défauts a deux dimensions dorngrtation est définie par la structure
cristalline du composé ainsi que par des procedsuslaxation. Enfin a trois dimensions, des
puits (ou pits en anglais) ont été observés ddféreits composés comme SiC (Figure 1H1),
GaN, I'hydroxyapatite ou encore I'oxalate de caici{92]. L'observation de ces défauts est
primordiale lorsque l'on s’intéresse aux modes ftitec d’'un médicament susceptible
d’altérer la formation des cristaux ou sensé didemla calcification. Dans le cas de calculs
de cystine [93], nous avons observeé différents dyie défauts de surface, la nature de ces

défauts étant directement reliée au traitement caéduivi par le patient [71].
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Figure 1. Schéma de la recherche mise en placel’ptude des calcifications pathologiques.
A. techniques d’'imagerie (MET, MEB) ; B. Spectraogieovibrationnelle ; C. Techniques de
fluorescence X ; D. Techniques de diffraction degons X ou des neutrons ; E. Particules
Janus ; F. Plaque des Randall et notion de gaba@ritEmpreintes de bactéries et notion de
gabarit ; H. Défauts présents a la surface defuations.
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Cet article qui s’inscrit a la suite d’'une premiénise au point sur I'application de ces
techniques a l'analyse des calculs rénaux [94}exhe a dépeindre toute la potentialité de
deux techniques qui jouent un réle primordial dansaractérisation d’entités biologiques, la
spectrophotométrie infra rouge a transformée deri€oet la microscopie électronique a
balayage a effet de champ. Apres en avoir brieveesuissé la physique sous-jacente, nous
évoquerons certaines avancées significatives ques rmvons obtenues dans I'étude de

calcifications pathologiques et plus particulieraingans le cas des calcifications ectopiques.

La spectrophotométrie infrarouge a transformée de Burier

Découvert par W. Herschel [95], le rayonnementaidfuge [96-98] signifie « en de¢a du
rouge » (du latin infra :« plus bas »). L'infrareuglont la longueur d'onde est comprise entre A80 n
et 1000 um, est une onde électromagnétique d’énergie infégied celle de la lumiére rouge.
L'infrarouge est subdivisé usuellement en troisarggy I'IR proche (PIR : de 0,48n a 1,4um), IR
moyen (MIR : de 1,4 a 2gm) et IR lointain (de 2%um a 100Qum). En ce qui nous concerne, le
domaine infrarouge (moyen) correspond a des longugonder comprises entre 2,5 et 2bn (soit
pour le nombre d’onde = 1A des valeurs comprises entre 4000 et 400)cira partie comprise
entre 1500cih et 400 crit est usuellement appelée "empreinte digitale" etprend un grand nombre
de bandes. Dans la partie comprise entre 4000 eml500 cni sont positionnées la plupart des
bandes caractéristiques de groupes fonctionnels.

Chaque bande d’absorption correspond a un satg deux niveaux vibrationnels et a une
vibration de certains groupements d’atomes (Figewd. Les vibrations de valence s’associent
préférentiellement a des élongations suivant les ae liaisons (notée¥. D’'autres sont plutdt reliées
a des déformations d'angle de valence et sont déwa® " vibrations de déformation”. Ces
déformations peuvent avoir lieu dans le plan descdi@isons concernées (noté&gsou hors du plan
(notéesy ou p). Les vibrations ne donnent pas lieu systématiguera une absorption, la vibration
doit induire une variation du moment dipolaire. gijnpour une molécule linéaire ABA, seuls les
modes antisymétriques sont actifs en IR.
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Figure 2. (A) Différents types de vibrations (élongationgfaimations dans le plan, déformations
hors du plan) ; (B) identification des différentesndes d’absorption pour un spectre d’absorption
infrarouge tissulaire contenant une calcificatiofl) et (2) vibrations de valence asymétrique et
symétrique des groupements £O(3) et (4) vibrations de valence et de défornmties groupements
carbonates.



La majorité des vibrations fondamentales des nutdScorganiques se trouve dans le
moyen IR. La position des bandes peut s’expliqualitativement en considérant dans un
modele tres simplifié la liaison chimigue comme m@ssort possédant une constante de
raideur définie par la nature de la liaison (appeoclassique de la théorie vibrationnelle).
Plus la liaison est forte (simple, double ou tiplaus la frequence de résonance est grande.

On définit alors la fréquence de vibration (ou égonance) par :

1 [k

2c\ u

Avec:
0 k: constante de raideur,
0 M :masse réduite des deux atomes.

On peut ainsi comprendre simplement la positidative dans le spectre d’absorption des
liaisons C-C puisque est proportionnelle a k et don€=C >vC=C >vC-C. De méme, on peut
classer les différentes liaisons C-H, C-C, C@OF, C-Cl, C-Br, C-l, puisque est inversement
proportionnelle & la masse rédujte Finalement, méme si I'attribution des fréquendesvibration
dépend fortement deet k, de nombreux facteurs internes ou externasrlécule ont une influence
sur la fréquence de vibration. L’environnementetdnformation jouent un role sur la fréquenceade |
vibration. Ainsi, pour les calculs urinaires com@edl’oxalate de calcium, il nous est possible de
distinguer l'oxalate de calcium monohydraté du difayé, méme si ces deux composés ont des
formules staechiométriques tres proches.

Finalement, il convient de souligner les avancéetaculaires effectuées en spectroscopie
infra rouge en substituant a la source internay@emnement synchrotron [99]. Le point de départ du
rayonnement synchrotron est donné par un franéddisgd-Marie Lienard qui publie en 1898 le
premier calcul correct donnant la puissance rayemas une charge en mouvement accélérée [100].
Dans la mesure ou I'on congoit un dispositif avee trajectoire fermée, le Pr Oliphant & Birmingham
réalise en 1943 qu'il convient de synchroniserégfience de la tension accélératrice avec le moment
de passages des particules. Sur le plan expérimeataont des électrons qui circulant a une witess
proche de celle de la lumiére dans un aimant debaoel ont leur cheminement de ce fait modifié et
génerent une émission de lumiére dite rayonnemamthsotron. Nombreux sont les anneaux de
stockage dédiés a I'étude de la matiere. En fadniexiste aujourd’hui plus d’'une cinquantaine a
travers le monde, chacun étant doté d’'une quarentie stations expérimentales fonctionnant 24h/24

et 7 jours sur 7 [101].
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Ce changement de source permet des expériencespetdtroscopie infrarouge avec une
résolution spatiale limitée non par le rapport alggur bruit mais par la diffraction [102]. Une par
significative de ces expériences de spectroscopigationnelles portent sur le diagnostic médical.
Comme le rapportent F. Draux [103] et C. Kendal4[Jl une telle approche a été réalisée dans le cas
du cancer bronchique, du sein, de I'cesophage, ldn,cde la prostate. Bien sdr, les cancers ne sont
pas les seules pathologies concernées [105] etaatzsnes pathologies, le diagnostic s’effectue pa
le biais des calcifications [106].

La caractérisation des calcifications ectopiquassde tissu rénal par spectroscopie infrarouge
bénéficie de toute I'expertise déployée pour lacirisation des calculs rénaux [107-110].

Sur la figure 2B, nous avons voulu décrypter laduex d’'un spectre infrarouge d’un tissu
contenant une calcification. Aux bandes d'absorptissulaire ¥on, vnn €tven entre 3600 et 2800 ¢m
! et bandes amide | et amide Il des protéines réspawnt a 1650 et 1540 &y s’ajoutent des
contributions supplémentaires dont la position prifidentification des calcifications. Lorsque
celles-ci sont composées de phosphate de calciunstieture apatitique, plusieurs bandes
d’absorption doivent étre considérées [109] : 1680 (v3), 960 crit (v;), 601 et 570 cih (v4), 474
cm® (v,). Dans notre cas, on reconnait les bandes detigibsaa 960 cim et entre 1000-1300 chyui
correspondent respectivement aux mode®t v; du groupe PE. D'autres bandes intenses sont
observables, celles liées aux carbonates”®0Obstitués aux hydroxyles dans la structure agaéiti
(Figure 2B : (1) vibrationss & 1410, 1450 cth (2) vibrationv, & 875 cri).

Les travaux effectués sur la ligne de lumiere Siiglantée sur le synchrotron SOLEIL ont
permis la mise en évidence d’'une grande diversitdique des calcifications tissulaires rénales.[46]
De plus, ce type de montage permet un diagnoséicope de certaines pathologies particulierement
séveres comme le déficen APRT adénine phosphoribosyltransféra#gl puisqu’il devient
possible de caractériser des microcristaux. Letogaphies chimiques des différents composés
basées sur les raies d’absorption IR sont désomdalisables a I'échelle de quelques micrométees (
5um). Dés lors, il devient possible de combiner laygblogie et la physicochimie & une échelle
subcellulaire. Sur la Figure 3, & partir des sgadinfra rouge (Figure 3A) collectés tous les 30gum
I'ensemble de la biopsie, on choisit la bande daitson infrarouge correspondant a I'oxalate de
calcium monohydraté (fleche rouge sur la figure: 381 cn') pour en déduire la répartition spatiale
(Figure 3B) au travers d'un tracé en 2D de I'intenfou de l'aire) de cette bande. L'intégrationlae
génétique dans cette démarche ouvre alors deseptivgs exceptionnelles dans la compréhension des

processus biochimiques qui sous-tendent la patlésgémes calcifications ectopiques [27,28].
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Figure 3. Cartographie a I'’échelle cellulaire d’une biopgé@ale montrant la répartition des cristaux

d’oxalate de calcium monohydraté. A : spectre noluge montrant la présence de whewellite (fleche
rouge). B : répartition spatiale de la whewellitdemue par reconstruction & partir du maximum de la
bande d’absorption associée a la whewellite. Lewegzale couleur verte correspondent aux zones

d’intensité maximale du signal. C. image optiqudadeiopsie rénale.

La microscopie électronique a balayage

Depuis son apparition, le microscope électroniqubalayage (MEB) s'est révélé étre un
puissant outil de caractérisation texturale et i locale de matériaux massifs [112]. Basée sur
l'interaction électron — matiére, le terme “éledigue " témoigne de l'utilisation d'électrons comme
particule sonde et celui de “balayage” rappelle glest au cours du déplacement du faisceau
d'électrons sur la surface de I'échantillon queasstruit I'image de la surface de I'échantillon su
I'écran de visualisation.

L’ensemble des observations a été réalisé au bahir de Physique des Solides grace au
microscope Zeiss SUPRA55VP/Gemini & Orsay et au BEMJ'Orléans. En raison du caractere
isolant de nos échantillons, des électrons prirealeefaible énergie (tension accélératrice de 26\t)
été utilisés. Pour ce qui est de la détection,iaacope implanté a Orsay comprend deux détecteurs
d’électrons secondaires. Ce type de dispositiftdagement utilisé en médecine afin d’apprécier la
calcification de dispositifs médicaux comme lesikgs [113], les implants mammaires [114], les
valves cardiaques [115], les implants oculaire$]1des stents vasculaires [117], les sondes uesai
[118].
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Dans le cadre de ces observations a I'échelle snépaue, il convient de s'intéresser a I'une
des propriétés physiques des cristaux : leur méogheo[119]. De nombreux cristaux se présentent
sous la forme de polyédres convexes limités parfalsss planes. Notons que pour développer une
morphologie typique, les faces du cristal doivemiypir croitre sans entrave.

Il convient de rappeler certaines notions congadrria cristallographie morphologique i.e.
I'étude des caractéres géomeétriques des polyedstallins [119]. La forme des cristaux est régae p
des lois inhérentes aux angles entre les facestoelles arétes. Ainsi la loi de constance desesnta
loi des indices rationnels simples et la loi de &yia. La premiéere, énoncée en 1669 indique que dan
les cristaux d’'une méme espece cristalline, I'esitam des faces n’est pas un caractére constant. Ce
sont les angles entre les faces ou les arétesogticenstants chez tous les individus de I'espeae.
loi de Hauy (1784) précise que les faces et letesinde sont pas définis au hasard. Les faces des
polyédres sont représentatives des plans rétieslailenses (ceux qui contiennent un maximum
d’atomes). Si cette loi de Hauy limite les orieimtas possibles pour les faces, elle ne permet pais p
autant de prévoir celles qui se développent réelfgnia troisieme loi dite loi de symétrie semble
évidente. Dans la mesure ou les faces des polyédresspondent a des plans réticulaires, la syeétri
morphologique est liee a la symétrie du réseautefoig, cette symétrie morphologique peut étre
inférieure a la symétrie réticulaire. En fait, l®gpe ponctuel morphologique n’est autre que legeo
ponctuel (moins les éléments de translation) daméhts de symétrie de la maille.

Des lors, il est possible a partir de la morphaogles cristaux den déduire les
caractéristiques cristallographiques des phasesigines. Ainsi les cristaux de cystine exhibent une
morphologie hexagonale, morphologie cohérente &vestructure cristallographique de ce composé
qui présente un axe de symétrie d'ordre 6 [120]. nd&me, pour les cristaux de weddellite qui
s’observent sous la forme de bipyramide [121]. Pesicristallites d’oxalate de calcium monohydraté,
I'existence de plusieurs morphologies a été préoéuent dévoilée [122]. L'un des points majeurs de
ces observations est I'opportunité offerte par liaroscopie électronique a balayage de relier la
morphologie a la pathologie. Ainsi, la morphologé I'organisation des cristaux de whewellite
permettent d’orienter le diagnostic vers une pathiel sévere, I'hyperoxalurie primaire [11]. En &ffe
I'organisation et surtout la forme des cristallite$'échelle mésoscopique apparait différenter pou
une méme composition cristalline, selon la sévétitéprocessus cristallogéne, génétique pour une
hyperoxalurie primaire (Figure 4A) ou environnenargour une hyperoxalurie diététique (Figure
4B).
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Figure 4. A. Cristaux d’oxalate de calcium monohydraté cgpmndant a une hyperoxalurie primaire.
B. Cristaux d’oxalate de calcium monohydraté cqroeslant a une hyperoxalurie environnementale.
C. Clichés MEB dévoilant la transition de phasdfsuant entre les aiguilles natives de brushite e
les sphéres d'apatite. D. Cliché MEB dévoilantrémsition de phase dans laquelle les bipyramides de
I'oxalate de calcium dihydraté s’estompent au pads cristallites d’oxalate de calcium monohydraté
E. structure sphérigue des apatites biologiquesreés a faible agrandissement. F. Agglomération de
cristaux de phosphates de calcium de structuretigpat de taille nanométrique mise en évidence a
plus fort grandissement.
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Cette approche par une technique de physicochistiebien plus rapide que I'approche
effectuée par la génétique et sans doute plusefidéhs la mesure ou tous les géenes déficients n’ont
pas été identifiés.

Notons que dans cette approche ou I'on tente der el morphologie des cristallites et la
phase chimique a I'étiologie, il existe plusieuifficliltés. La premiére est inhérente aux transsiale
phase. Ainsi, des aiguilles de brushite nativesasforment en sphéres d’apatite (Figure 4C) <t le
arétes des bipyramides d’'oxalate de calcium dilgdsseffacent lors de la transition vers I'espéce
monohydratée (Figure 4D). Le paragraphe suivaniiggm d’autres difficultés. A I'opposé, la
morphologie typique des cristallites de phosphdéesalcium de structure apatitique biologique;{Ca
st xu(POn)6x(CO3)xOHy w2/ x2) €St sphérique [123,124]. Cette morphologie splériFigure 4E)
observée a I'échelle mésoscopique s’expliqgue pagglomération de cristaux de phosphates de
calcium de structure apatitique de taille nanomagi(Figure 4F). Le fait que ces cristallites sbien
générés dans un liquide complexe contenant undtaadtde composés organiques et inorganiques
peut engendrer des morphologies qui ne sont pasises aux lois de Hauy. Ainsi, Jauregui-Zuniga et
al. [125] ont montré que l'incorporation croissamteine partie organique dans la solution mere
permettant la synthése de cristaux d’oxalate dawalconduit & la formation de cristallites exhiban
des arrondis en lieu et place des arétes. D’aptssibilités existent pour expliquer I'observatites
arrondis comme une amorphisation ou encore detsé&céa stoechiométrie.

En ce qui concerne 'agencement des cristallisgsdin volume fini, peu de travaux traitent de
ce sujet. On peut néanmoins donner quelques éléndentéponse. Le nombre maximal de petites
sphéres de méme rayon qu'on peut empiler dansrandegportion A de I'espace est proportionnel au
volume de A, mais quel est le rapport de proporfo@Ge probléme, posé par Kepler, n'a été résolu
gu'en 1999. La réponse ne dépend pas de A, loisapst tres grand. Le périmétre de A joue un role
au second ordre. Si on veut choisir A pour rendrgacond terme le plus petit possible, on est abndu
au probléme isopérimétrique [126]. Par définition,géométrie euclidienne, I'isopérimétrie est kietu
de propriétés des figures géométriques qui ont@menpérimetre. Le probleme le plus classique étant
celui de la forme géométrique qui a la plus graaide pour un périmétre donné. D’aprés la |égerae, |
reine Didon aurait été la premiere a résoudre i{imtument) ce probleme [127]. Une corde disposée
sur le sol doit prendre la forme d’un cercle plgGtun triangle, un rectangle, un carré ou toutieeau
forme géométrique fermée et sans point doubleosi diésire définir la plus grande surface possible.
Les Grecs se sont intéressés a ce probleme etrésalu dans le cas d’'un polygone a n cotés : celui
qui a la plus grande surface est le polygone réguli

En fait, a I'échelle du microscope optique, diffiétes morphologies peuvent étre observées dont
la signification cliniqgue reste mal comprise. Aindians le cas de la whewellite, on observe des
cristaux en lamelles empilées ou disposées de mardgonnante (Figure 5A), des cristaux ovales a

centre déprimé (Figure 5B) et des cristaux de fdpegucoup moins bien définie et agencés de fagon
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apparemment anarchique (figure 5C). De méme poudithgdroxyadénine, différentes formes

cristallines ou différents agencements de cristaum observés (Figures 5D a F).

Figure 5. Différentes morphologies observées enasimpie optique pour deux espéces cristallines,
la whewellite (A, B, C) et la dihydroxyadénine (B, F).
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Or, il a été montré que certaines macromoléculmsnee I'ostéopontine, pouvaient moduler la forme
des cristaux précipités dans le tissu rénal [128Jfait qu’un faciés cristallin prédomine trés tartent

sur la biopsie rénale d’'un patient alors qu'un edécies prédomine chez un autre patient suggere
gu'au-dela de la sursaturation oxalocalcique nébessa la formation des cristaux, d’autres facteurs
notamment des modulateurs ou des inhibiteurs deallisation, interviennent, la morphologie des
cristaux pouvant orienter vers un environnementiqadier, peut-étre révélateur d’'un contexte
pathologique différent. Cette diversité de struesupeut étre une source de difficultés diagnossique
lors de I'examen des coupes histologiques au nméopEs optique, méme lorsque celui-ci est équipé de
la polarisation. Ainsi, la figure 6 montre deuxustures cristallines de morphologie trés voisine en
microscopie optique alors que I'analyse par miaspge infrarouge identifie des espéces cristallines
tres différentes et oriente vers des diagnostiofo§iques également trés différents, une hyperoial

en cas de whewellite, un déficit en adénine phaspbsyltransférase en cas de cristaux de

dihydroxyadénine.
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Figure 6. A, B, C et D: aspect des dépbts crigtlintrarénaux vus en microsocpie optique a
polarisation (A et C: whewellite ; B et D : dihydwyadénine). E. Spectre infrarouge de whewellite
obtenu sur les cristaux de la figure C. F : spektfi@rouge de la dihydroxyadénine obtenu sur les
cristaux de la figure D. Noter que les morphologles cristaux présentent de grandes similitudes sur
les figures A et B d’'une part, C et D d’'autre paendant difficile leur reconnaissance par la sampl
observation.

Au travers de ces deux cas cliniques, nous vouloostrer la place que va prendre la

ad

: dihydroxyadéning

caractérisation des cristaux par des techniquesiquws dans I'étude des biopsies qu’elles soient
rénales ou qu’elles proviennent d’autres organaseftet, nous avons déja souligné l'incapacité des
techniques de coloration usuelle a préciser lareattimique de ces dépéts, les spectres infra souge
collectés pour ces deux biopsies donnent sans amgugvieur nature chimique et oriente clairement

vers deux pathologies distinctes.
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Les premiéres observations concernant la morpleldgs cristaux dans les tubes rénaux,
peuvent s’effectuer simplement par microscopiequeti Les figures 5A et 5B montrent des clichés
optiques ou l'on peut remarquer une diversité areau de la morphologie de ces cristaux. Pour
avancer sur cet axe de recherche, nous avons umé&étude par MEB des biopsies rénales (figure
7A). La microscopie électronique dévoile un prenjger de morphologie pour les cristallites présents
dans les dépbts constitués d’oxalate de calciutmesdi@u’'une méme biopsie peut héberger différents
types d’agencement pour les cristallites d’oxatiecalcium (Figures 7B, 7C, 7D et 7E). Notons que
le couplage entre spectroscopie infrarouge (FigdB¢ et MEB (Figure 7A) nous permet ainsi
d’aborder les deux caractéristiques majeures desications pathologiques : leur nature chimiqde e

la morphologie des cristallites qui les composent.

différents clichés MEB effectués a fort grandissetmaontrant différents agencements de cristallites

d’oxalate de calcium.
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Finalement, il est important de remarquer que big® constituées de la méme phase chimique,
I'oxalate de calcium monohydraté, les cinq souss#a (la, Ib, Ic, Id et le) qui sont associéessa de
pathologies distinctes s’avérent répondre a leotlithsie de maniére trés différente. Nous avons
montré que les calculs de ces cing sous-classésassaociés a des cristallites dont les morphologies
et/ou les agencements sont différents. Si cesrelift@s structurales peuvent rendre compte des
efficacités différentes observées vis-a-vis deitlaotripsie I'étude de la résistance mécanique des
matériaux apporte quelques éléments de réponsé¢ [ARSi, des expériences de micro-indentations
[130, 131] dévoilent toute I'importance de l'intace dans une structure en multicouche. Ainsi, une
interface entre cristallites faible favorise la pmgation des microfissures alors qu’'une interfactef
stoppe celles-ci [132]. Ces expériences nous cemdtiia nous intéresser aux interfaces entre
cristallites et donc a identifier précisément laipaorganique présente entre les cristallites.

Sur les 232 biopsies analysées par ces technigupsemiére information qui ressort
est la diversité considérable des espéces cnstallnises en évidence dans le tissu rénal [46].
En effet, 22 corps différents ont été caractérigébldau 1). Cette diversité permet de
comprendre la difficulté a poser un diagnostic’an lutilise les colorations histologiques
usuelles, celles-ci ne permettant pas de caraetéastes les phases minérales ou organiques
présentes dans les tissus. Seules des technigysis|yggs comme la microscopie infrarouge
conduisent a des résultats tangibles. Or lides#ttfon précise des phases cristallines est

essentielle pour comprendre la pathologie qui énesponsable.
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Composant identifié Pur (%) | En association Total
Whewellite 74 (54,0) 15 89 (48,1
Weddellite 1(0,7) 2 3(1,6)
Carbapatite 24 (17,5)26 50 (27,0
Phosphate amorphe de Ca carbonatés,1) 20 27 (14,6
Phosphate octocalcique, 5®i 1(0,7) 0 1(0,5)
Whitlockite 0 1 1(0,5)
Struvite 0 1 1(0,5)
Calcite 1(0,7) 5 6 (3,2)
Silice opaline 2 (1,5) 0 2(1,1)
Dihydroxy-2,8-adénine 13 (9,5 1 14 (7,6)
Acide urique anhydre 1(0,7) 0 1(0,5)
Acide urique dihydraté 0 3 3 (1,6)
Acide urique amorphe* 0 4 4(2,2)
Urate acide d’ammonium anhydre* 0 4 42,2
Urate acide de sodium monohydrateé 3 3(1,6)
Acide méthyl-1-urique 1 0 1(0,5)
Cystine* 1 0 1(0,5)
Foscarnet 6 (4,4) 1 7 (3,8)
Triamtéréne 3 0 3 (1,6)
Indinavir 2 0 2(1,1)
N-acétylsulfadiazine 0 1 1(0,5)
Ciprofloxacine, sel de magnésium 0 1 1 (0,5
Total 137 48 mélanges 185

* modeéles animaux

Tableau I. Nature et fréquence des différents tgeesristaux identifiés dans le tissu rénal

Ainsi, ces analyses montrent que certaines espg8oes associees a des contextes
pathologiques trés particuliers. Par exemple, lesphate amorphe de calcium carbonaté n’a
été identifié seul que dans des biopsies (protoeslaou justifiées par une altération du

greffon) chez des patients transplantés alors queaflbapatite a été observée dans un
échantillon beaucoup plus large de situations pagiques. La whitlockite n’a été décelée

pour I'instant que dans les cristallisations phagiglues de la médullaire profonde telles que
les plagues de Randall. Le phosphate octocalcigntapydraté, qui n'est pas stable au plan
thermodynamique, permet de conclure a un procadsugistallisation rapide et récent. La

silice opaline, de découverte fortuite grace adlgse infrarouge, fait suspecter une charge
chronique en dérivés du silicium qui sont nombreaixparfois abondants dans certains

médicaments ou excipients médicamenteux qui samiu pour donner parfois des calculs
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[133-135]. L'acide méthyl-1 urique, métabolite gedaféine, n’a été observé que chez des
patients présentant une surcharge aluminique, gieméent d’origine thérapeutique. L'acide
urigue en tant que tel est plutdt rare dans le (deux observations seulement dans les
biopsies d’origine humaine de notre série), mas @té observé systématiquement dans un
modele de souris KO pour GLUT 9 développant unefiissunce rénale a priori obstructive.
Cependant, la topographie des dépbts et leur naklom les segments du rein ou ils sont
identifiés suggerent que plusieurs mécanismes soamsemblablement impliqués dans
I'altération de la fonction rénale.

L’intérét clinique d’identifier correctement lesistaux présents dans le tissu rénal est
d’essayer de comprendre quels facteurs étiopatimges sont impliqués dans la perte de
fonction rénale, soit a des fins de diagnostic aodes fins d’optimisation de la prise en
charge thérapeutique lorsque la pathologie a éiéentent identifiée. Par exemple, identifier
des cristaux de whewellite chez un patient prés¢niae altération de la fonction rénale
secondaire a une chirurgie bariatriqgue ou une tiéseétendue du gréle met en lumiére le role
de I'hyperoxalurie d’origine absorptive et peut dome a modifier la prise en charge du
patient. Identifier des cristaux de 2,-dihydroxyaidé dans la biopsie d'un sujet de 70 ans
sans antécédents ayant dégradé récemment pouraiso® finconnue sa fonction rénale,
apporte non seulement un diagnostic étiologiques rgalement une solution thérapeutique
qui, dans la majorité des cas, permet de restawrate stabiliser au long cours la fonction
rénale du patient. Dans d'autres cas, comme laepcésde cristaux de calcite, d’acide
meéthyl-1 urique ou de silice opaline, le lien entiresuffisance rénale, la présence de cristaux
et leur étiologie peut étre plus difficile a étabdiu nécessiter la prise en compte d'une
conjonction de facteurs qui, isolément, ne sontquemus pour entrainer une altération de la

fonction rénale.

Conclusion et Perspectives

L’interface entre les deux communautés scientifgyumédicale et physicochimiste, a permis la
mise en place d’outils de diagnostic originaux pdes pathologies génétiques séveres, infectietises e
environnementales. L'introduction des nouveaux epitede chimie douce, des sciences de surface et
de la nanochimie couplée a des techniques de mitysinie avancées, au sein méme des services
hospitaliers est désormais une réalité incontodendle succes rencontré pour la lithiase qui est
désormais un examen de routine [136-139] s’affiteeplus en plus comme une réalité pour les

pathologies microcristallines rénales. Plus de rguegnts patients ont bénéficié de cette approthe e
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les programmes de recherche en cours ou I'on croié@mment la physicochimie a des échelles
subcellulaires et les données cliniques des patigmrgffés devraient sans aucun doute aboutir a des
avancees significatives dans I'épidémiologie etdmpréhension des processus biochimiques associés
aux calcifications pathologiques. Dans cette dynae d'autres pathologies microcristallines
majeures sont désormais abordées. Depuis notreigueem@xpérience sur soleil [64], les derniers
développements réalisés sur des grands instrungamsne le synchrotron SOLEIL, la source
Européenne ESRF et le laboratoire L. Brillouin tient et vont tenir une place de premiere

importance dans cette recherche [140].
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