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ABSTRACT

Calcium phosphate bioceramics have been applied as bone substitutes for several decades.
Aseptic loosening after total joint arthroplasty is a major problem in orthopaedic surgery.
Hydroxyapatite particles from materials wear have been reported as the main cause of implant
failure. For this reason, an investigation into possible wear particles from materials used in the
implant may lead to longevity after arthroplasty. In the present paper, we discussed the
cellular response (mainly monocytes/macrophages which are among the first cells to colonize
the inflammatory site in addition to osteoblats and fibroblasts) after exposition to particles
with different characteristics (size, sintering temperature, shape, and chemical composition).
The most important characteristics are the shape and the size of the particles. The needle
shaped particles induced the larger production of inflammatory mediators by cells and was
more toxic. The sintering temperature appeared to be a less important characteristic even
though it was involved in the dissolution/precipitation process. Little is known about the
effect of ion containing hydroxyapatite (like zinc, strontium, ...) on cellular response but this

modification of the biomaterial seems benefic.
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RESUME

Les biocéramiques phosphocalciques sont utilisées comme substitut osseux depuis de
nombreuses décennies. Le descellement aseptique aprés une arthroplastie totale est un
probléme majeur en chirurgie orthopédique. Les particules d’hydroxyapatite issues du
biomatériau ont été identifiées comme cause majeure de 1’échec de I’implantation. Pour cette
raison, des recherches dans le domaine de ces particules relarguées peut conduire a une
augmentation de la longévité aprés une arthroplastie. Dans cet article, nous discutons de la
réponse cellulaire (principalement des monocytes/macrophages qui sont parmi les premiéres
cellules a coloniser le site inflammatoire) aprés exposition a des particules ayant des
caractéristiques différentes (taille, forme, température de traitement et composition chimique).
Les caractéristiques les plus importantes sont la forme des particules suivie par la taille. En
effet, les particules sous forme d’aiguille induisent une plus grande production de médiateurs
de I'inflammation et elles sont plus toxiques pour les cellules. La température de traitement
semble étre moins importante méme si elle joue un role important dans les processus de
dissolution/précipitation. Peu de choses sont connues sur D’effet d’ions dopant
I’hydroxyapatite (comme le zinc, le strontium, ...) sur la réponse cellulaire. Les premicres

données montre que le dopage semble bénéfique pour les cellules.
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Introduction

L’hydroxyapatite (HA) est tres utilisée pour recouvrir le métal des prothéses afin d’améliorer
leur biocompatibilité. Les revétements d’HA sont fabriqués a partir de particules cristallisées
d’HA dispersées dans une matrice amorphe de phosphate de calcium. La dissolution rapide de
la phase amorphe du revétement pendant le remodelage osseux conduit au relargage de
particules d’hydroxyapatite ayant des caractéristiques physico-chimiques différentes [1-3],
méme en utilisant de I’hydroxyapatite dense [4].

L’analyse de tissus issus d’échec de prothése suggeére que la phagocytose des débris
d’hydroxyapatite donne naissance a un important stimulus pour la production de divers
médiateurs de I’inflammation [2]. Ces protéines sont en partie responsables de I’inflammation
et de I’altération du remodelage osseux qui conduit localement au processus d’ostéolyse. Ceci
peut potentiellement mener & une réaction inflammatoire locale liée aux particules qui
modifierai I’intégrité de I’interface os-implant [5].

La phagocytose de ces particules de phosphate de calcium a attiré 1’attention sur leur capacité
a activer les monocytes/macrophages et ainsi provoquer la production de médiateurs de
I’inflammation comme les cytokines et les métaloprotéinases qui peuvent ensuite interagir
avec d’autres types cellulaires tel que les ostéoclastes [6]. Les monocytes/macrophages sont
parmi les premieres cellules a coloniser un site inflammatoire [6-8]. L’interleukine—6 (IL-6),
et du Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) produits par les monocytes/macrophages
stimulés par des particules relarguées sont impliqués dans ’activation des ostéoclastes [10-
12].

Dans cet article nous nous proposons de discuter les effets des caractéristiques physico-
chimiques de particules d’hydroxyapatite (taille, forme, température de traitement et

composition chimique) sur e comportement de cellule en culture.



LT-1EH

55

MNUEW Jdong g LW

1Ly

133
wl
L)
[
2t
Ry |

=T

FUeLlw 1o mg W

L

Discussion

Rapport de surface :

L’étude de linteraction cellules-particules en fonction des propriétés des particules nécessite
I’utilisation d’une méthode qui permet a la fois de comparer les résultats obtenus par
différents auteurs et aussi de comparer les résultats obtenus a partir de différentes poudres. En
effet, des cellules au contact de particules ayant des surfaces spécifiques différentes ne
réagiront pas de la méme manicre suivant que 1’on utilise une masse constante, un volume
constant ou une surface de poudre constante.

Pour s’affranchir de ces problémes, 1’utilisation d’un rapport de surface constant entre les
poudres et les cellules est privilégiée. Cette méthode a en plus ’avantage de pouvoir comparer
différents résultats obtenus par différents auteurs. Pratiquement, il suffit de calculer quelle est
la surface spécifique des matériaux a étudier et de calculer la surface d’une cellule [13].
Ensuite on choisit un rapport de surface (par exemple 1 pour 1) et on met en culture la

quantité¢ de poudre correspondante a la surface totale cellulaire.

Influence de la taille des particules d’hydroxyapatite

La taille des particules d’hydroxyapatite joue un role lors de I’interaction avec les cellules de
type monocytes/macrophages. En effet ces cellules qui sont responsables, entre autre de
I’élimination des corps étrangers, ont une capacit¢ de phagocytose qui n’exceéde pas des
particules dont la taille est de 1I’ordre du micrométre. La réaction des monocytes/macrophages

(M/M) va donc étre différente suivant que les particules seront ou non phagocytables. La
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production de cytokines est d’ailleurs différente en fonction de la taille des particules
d’hydroxyapatite. Les particules sphériques phagocytables induisent une production de
cytokines inflammatoires (Interleukine-6, Tumor Necrosis Factor-alpha) et anti-
inflammatoires (Interleukine-10) environ trois fois plus importante que les particules
sphériques non-phagocytables (figure 1) [14]. Ces mémes particules phagocytables induisent
¢galement plus d’altérations cellulaires que les non-phagocytables [15]. L’¢tude de la
production de métalloprotéinases (médiateurs de I’inflammation responsables de Ia
dégradation de la matrice extracellulaire) montre que les particules sphériques non-
phagocytables générent une production de gélatinase B (MMP-9) plus importante [16]. 11 est
surprenant de noter que les résultats sont différents en utilisant des particules irrégulicres
phagocytables ou non. En effet, peu de différences dans la réponse cellulaire sont observées
dans ce cas.

Dans la littérature, il y existe des résultats conflictuels sur ’effet de la taille des particules qui
peuvent étre expliqués par le fait d’une part que les auteurs ne se sont pas souciés de la forme
des particules qu’ils ont utilisées et d’autre part que les auteurs n’ont pas utilisé une méthode
de rapport de surface pour leurs expériences. Harada et al.[17] obtiennent des résultats
comparables aux notres en exposant des monocytes/macrophages a des particules d’HA
broyées ou non. In-vivo, Malard et al.[18] observent une diminution de la réponse
inflammatoire en diminuant la taille des particules (qui semble irréguliére sur leurs images de
microscopie €électronique a balayage). D’autre part, sans préciser la nature des particules
d’HA utilisées, Sun et al.[19] n’observent pas de différence de production de TNF-a par des
ostéoblates au contact de particules d’hydroxyapatite de taille différente. Il a aussi été montré
que la présence de grosses particules d’HA modifiait la prolifération de fibroblastes comparé

a des particules plus fines [20].



Tableau 1
caractéristiques des poudres étudiées par notre équipe

ggri?;i{ie ZS Taille Taille moyenne Température spséucrifgzie ”l“cariilsl;l(i;c(s Facteur
(um) (1m) de fritzgg (m2.g-1) (nm) de forme

-;E 1-30 3+2 600 23,95 190 1,20 0,29
2| 1-30 3+2 1180 5,38 350 1,20 £ 0,26
|I_| sphérique 10-70 44+ 15 1180 1,56 350 1,16 £ 0,30
L:l:: 110-190 140 +£49 1180 0,63 350 1,22 +0,17
'_: 170-300 217+ 65 1180 0,50 350 1,27 £ 0,20
_:."= 1-30 3+2 20 38,06 80 1,30 +£ 0,35
I= 1-30 3+2 600 26,72 180 1,24 +0,26
:'_:|. irréguliére 1-30 3+2 1180 6,08 350 1,30 £ 0,36
E:- 100-250 166 + 39 1180 0,70 420 1,30 £ 0,36
= 150-300 196 + 61 1180 0,70 350 1,27 +0,18
=
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indice d'altération cellulaire

. Poudre sphérique . Poudre non traitée (20°C)
A Poudre de forme irréguliére . Poudre traitée 3 600°C
i — Poudre sous forme d’aiguille . Poudre traitée & 1180°C
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Les particules phagocytables semblent donc néfastes pour les cellules. Il semble aussi que la
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seule taille des particules n’explique pas le comportement cellulaire puisque des particules

i

Ll

phagocytables ou non, de forme sphérique ou irréguliére induisaient des réactions différentes.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a I’influence de la forme des particules sur les

L

cellules.
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Influence de la forme des particules d’hydroxyapatite

Les particules d’hydroxyapatite peuvent prendre différentes formes lors de leur production
pendant les processus de dissolution et/ou de précipitation. L’influence de ce facteur sur les
interactions cellulaires nous donne des informations sur le devenir des implants. L utilisation
de particules sphériques, irréguliéres et sous forme d’aiguille, toutes phagocytables nous
permet de mieux comprendre certains phénomenes de rejet prothétique.

En effet, en exposant des monocytes/macrophages a ces particules de formes différentes,
celles sous forme d’aiguille sont de loin celles qui induisent la plus forte production de
cytokines inflammatoires (environ trente fois plus) (figure 1) [X]. Elles induisent aussi le plus
d’altérations cellulaires [X] et elles provoquent la plus forte production de MMPs, toujours
par les M/M.

Il existe peu d’autres études qui se soient intéressées a ce parametre dans le domaine des
biomatériaux. Seuls des travaux sur 1’inhalation de particules de verres ou de minéral ont
montré la toxicité de ces particules sous forme d’aiguille [32-33]. Dans ce cas, Guthrie a
suppos¢ que les fibres pouvaient modifier I’interaction cellules/particules en causant des
dommages mécaniques a la surface de la cellule.

La forme des particules joue un réle prépondérant dans la réponse inflammatoire ainsi que
dans la toxicité. Parmi les particules étudiées, celles sous forme d’aiguille sont les plus

nocives pour les cellules.

Influence de la température de traitement

Grace au traitement thermique des particules, il est possible de modifier la taille des cristaux

et donc leur surface spécifique ce qui rend tout particulierement important 1’utilisation du
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rapport de surface pour les expériences. En effet la surface accessible aux cellules peut varier
d’un facteur 30 en fonction de la température de traitement. Il a aussi ét¢ montré que le
traitement thermique modifie le potentiel de charge nulle des particules d’hydroxyapatite [X].
Toutes ces modifications peuvent donc changer 1’interaction entre les cellules et les particules.
En utilisant des particules d’hydroxyapatite non traitées, traitées a 600 °C et 1180 °C, on
montre que la production de cytokines inflammatoires et anti-inflammatoires est relativement
peu modifiée (figure 1) [X] de méme que la production de métaloprotéinases [X]. Par contre,
plus le traitement thermique est important et plus les cellules sont altérées [X].

D’autres auteurs, sans utiliser la méthode du rapport de surface ont étudié I’effet de la
température sur la réaction inflammatoire en démontrant un effet similaire a celui observé
précédemment, c’est le cas de Prudhommeaux et al.[28], Nagase et al.[29]. De plus, Kukuchi
et al.[30] ont demontré que le frittage des hydroxyapatite etait plus adapté en terme de
biocompatibilité. Par contre Harada et al.[22] montrent aussi un effet de la température mais
celui ci va a ’encontre des résultats présentés ci-dessus.

L’ensemble de ces résultats peuvent aussi étre expliqués par les phénoménes de
dissolution/précipitation qui ont lieu en périphérie des particules d’hydroxyapatite et qui
dépendent de la cristallinité¢ des biomatériaux, donc de leur température de traitement [31].
L’augmentation de la température de traitement des particules d’hydroxyapatite, en plus de
modifier leurs caractéristiques physicochimiques, augmente leurs toxicités en altérant les

cellules.

Influence de la composition chimique des hydroxyapatite

Les propriétés des hydroxyapatites peuvent étre améliorées en dopant les HA avec des ions

naturellement dans 1’os tels que le zinc, le strontium ou encore le magnésium.
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Le dopage en zinc apporte des propriétés intéressantes : au niveau matériaux, il modifie les
processus de dissolution/précipitation et accélére la dégradation de I’hydroxyapatite (Jallot et
al., 1999). Au niveau cellulaire il modifie I’expression de certaines cytokines (Bao et al.,
2003) et inhibe les fonctions ostéoclastiques en favorisant la formation osseuse (Kawamura et
al., 2000). Le zinc semble donc apporter des bénéfices comparé a I’utilisation d’une
hydroxyapatite non-dopée. Cependant, une trop forte concentration en zinc peut entrainer une
diminution de la solubilit¢ de I’apatite (Ito et al., 2000). Pour la fabrication des
hydroxyapatites dopées, notre groupe de recherche s’est tourné vers une technique
prometteuse : 1’¢laboration par chimie douce, la méthode sol-gel. Briévement, ce procédé
utilise des précurseurs moléculaires (sels ou alkoxydes métalliques) en solution qui vont, par
un processus d’hydrolyse/condensation, conduire a la formation d’un gel amorphe qui apres
traitement thermique adéquat permettra d’obtenir le matériau. L utilisation de tels précurseurs
permet d’assurer une excellente pureté au produit final mais aussi de modifier facilement la
composition du matériau. La céramique est obtenue a des températures modérées et le
contrdle des parametres de synthése (solvant, catalyse, rapport eau/alkoxydes,...) ainsi que
des conditions de traitement thermique permettent de moduler la texture du matériau

(porosité, taille des pores, surface spécifique,...).

Concernant le strontium, méme si il améliore 1’adhésion cellulaire, il diminue la croissance
des ostéoblastes en culture et augmente la production de LDH (Sun et al., 1994). 11 a été
montré que le strontium aurait une influence sur la solubilité des apatites (Christoffersen et

al., 1997).

10
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Bien que le réle du magnésium dans 1’os soit mal connu, plusieurs auteurs se sont intéressés a
son influence sur I’ostéoconduction et sur les processus de dissolution/reprécipitation. Le
magnésium est présent en quantité importante dans 1’os jeune, ou il joue un rdle dans la
minéralisation (Wiesmann et al., 1997), bien qu’il soit toxique a concentration élevée (>2,5
mM) (Serre et al., 1998). In vitro, le magnésium déstabilise 1’apatite au profit de la formation
de TCP (Bertoni et al., 1998) et augmente le temps de formation de I’'HA (TenHuisen et al.,
1997). Martin et al. (1997) ont également montré que le role du magnésium dépendait de sa

forme en solution (MgCl, ou Mg3;(POy),).

D’autres auteurs ont aussi étudié les effet biologique d’ions qui ne sont pas naturellement

dans I’os comme le cadmium ou I’yttrium.

Des études physico-chimiques sur le cadmium ont permis de montrer qu’il diminuait la taille
des cristaux d’apatite et donc sa formation (Blumenthal et al., 1995) et qu’une fois incorporé

dans I’hydroxyapatite, il diminuait sa dissolution (Christoffersen et al., 1988).

Une récente étude sur le role de I’yttrium a montré que les ostéoblastes adhéraient mieux sur

une HA dopée en yttrium et que 1’adsorption de vitronectine et de collagéne était aussi

favorisée (Wehster et al., 2002).

Conclusion

En conclusion, les particules d’hydroxyapatite peuvent étre plus ou moins toxiques selon leurs

caractéristiques physico-chimiques. Elles doivent étre phagocytées pour provoquer une

réaction cellulaire quantifiable. Les particules qui sont relarguées pendant la dégradation du

11
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biomatériau et le remodelage osseux, peuvent avoir une influence sur la biocompatibilité du
matériau. Bien qu’il existe des résultats contradictoires qui peuvent s’expliquer par les
méthodes pour déterminer les quantités de poudre a mettre en culture, de récentes études ont
montré que les plus petites particules et particulierement celles sous forme d’aiguille,
induisaient la plus forte réponse inflammatoire et étaient les plus toxiques pour les cellules.
Donc le relargage de ce type de particules doit étre évité par les fabricants pour augmenter

I’espérance de vie des prothéses.

12
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