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I. PREMIERE PARTIE :

GENERALITES INTRODUCTIVES.

CANCERS DES VOIES AERO-DIGESTIVES SUPERIEURES,

RADIATIONS IONISANTES ET INGENIERIE TISSULAIRE

OSSEUSE.
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1. ETAT DE L’ART

Les cancers cervico-faciaux représentent 12% des cancers en France. Les indications
thérapeutiques sont codifiées et consensuelles et dépendent de la classification TNM établie
[1]. Le traitement des cancers de la cavité buccale, de I’oropharynx et du massif facial repose
le plus souvent sur une association radio-chirurgicale. Une chimiothérapie peut également
compléter le traitement. La chirurgie carcinologique est une chirurgie d’exérese large devant
passer a distance des limites de la 1ésion tumorale [2]. Elle est mutilante en particulier si
I’exéreése menée a distance de la tumeur impose 1’ablation de 1’os environnant (mandibulaire
et/ou maxillaire). La radiothérapie externe post-opératoire compléte ce traitement chirurgical
dans plus de 50% des cas [3]. Ces traitements carcinologiques induisent des effets secondaires
et séquelles notables au niveau de la sphére oro-faciale, altérant considérablement la qualité
de vie des patients. Le développement d’une ostéoradionécrose (ORN), véritable lyse osseuse,
constitue une complication majeure et des plus redoutées lors d’une irradiation cervico-faciale

[4,5].

Le chirurgien peut étre amené a intervenir en territoire irradié, soit pour I’exérése d’une
nouvelle tumeur ou d’une récidive tumorale, soit pour le traitement chirurgical d’'une ORN
[6]. La nécessité de telles interventions en territoire préalablement irradi¢ pose le probleme de
la reconstruction chirurgicale. Les greffes osseuses micro-anastomosées ne sont pas toujours
envisageables en raison de 1’altération post-radique de la qualité vasculaire du lit receveur et
de I’état général du patient [7]; elles peuvent s’accompagner de thrombose, retard de
cicatrisation et absence d’ostéointégration [7-9]. Par ailleurs, le chirurgien peut également étre
amené a intervenir en territoire irradi€ pour des extractions dentaires [10-12] et/ou
reconstruction par implantologie oro-faciale [13]. Ces thérapeutiques peuvent également se
compliquer de retard de cicatrisation, d’absence d’ostéointégration et du déclenchement d’une

ORN.

En I’absence d’irradiation, I’utilisation de biomatériaux de substitution osseuse est
largement documentée. Les phosphates de calcium biphasés (BCP) sont des substituts osseux
synthétiques utilisés dans des applications cliniques diverses, orthopédiques, maxillo-faciales
et odontologiques. Ces matériaux sont biocompatibles, bioactifs et biodégradables présentant

d’excellentes propriétés ostéoconductrices [14,15]. Au niveau maxillo-facial, ils sont utilisés
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dans le comblement de perte de substance, aprés extraction dentaire et surtout dans le cadre de
I’implantologie, pour augmenter la quantité d’os disponible, et au niveau des implants eux-

mémes pour améliorer leur ostéointégration.

En territoire irradi€, les publications sont beaucoup moins fréquentes sur ’utilisation de
ces substituts osseux. Un biomatériau implanté (Hydroxyapatite) avant une irradiation
thérapeutique n’interférerait pas avec le traitement carcinologique [16,17]. Par ailleurs,
certains auteurs ont émis des réserves quant a la qualité de 1’ostéointégration de biomatériaux

implantés en territoire préalablement irradié [17].

Ces dernieres années, les thérapeutiques de 1’ingénierie tissulaire osseuse se sont
largement développées, permettant la formation de matériaux hybrides associant des
céramiques phosphocalciques a des cellules souches ou a de la moelle osseuse totale, afin

d’obtenir un effet ostéoinducteur chez ces matériaux construits [18].

Une telle association en territoire irradié n’a fait I’objet que de deux publications a ce jour,

issues de notre laboratoire [19,20].

Dans ce contexte, nous avons tout d’abord développé un modele animal
d’ostéoradionécrose. Puis nous avons testé I’association d’un biomatériau injectable a une
allogreffe de moelle osseuse totale dans un modele animal irradié & des doses d’irradiation
thérapeutique. Enfin, nous avons évalué¢ la reconstruction osseuse dans le méme modele
animal irradi¢ a des doses d’irradiation thérapeutique 1’association d’une greffe de moelle
osseuse totale ou bien ’adjonction de cellules souches mésenchymateuses issues de moelle

osseuse ou du tissu adipeux dans la reconstruction osseuse.
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2. LES CANCERS DES VOIES AERO-DIGESTIVES SUPERIEURES ET

LEURS TRAITEMENTS

2.1.Les cancers des Voies Aéro-Digestives Supérieures
2.1.1. Epidémiologie

2.1.1.1. Classification épidémiologique

Sous le terme de cancers des Voies Aéro-Digestives Supérieures (VADS) sont regroupés les
cancers de la cavité¢ buccale, de ’oropharynx, de I’hypopharynx, du larynx, de I’cesophage

supérieur, du nasopharynx, des glandes salivaires, du massif facial et des fosses nasales.

Ces cancers représentent 12% des cancers en France. La prévalence est plus faible chez la
femme (estimée a 2,5%), mais en constante augmentation. Ils représentent 12% des causes de
déces par cancer chez ’homme et 1,5% chez la femme. Un pic de fréquence de survenue d’un
cancer des VADS est observé entre 45 et 65 ans, deux tiers des cas apparaissant avant 65 ans
[21,22]. Une des caractéristiques des carcinomes des VADS est la survenue de cancers
multiples (9,4% sur une série de I’Institut Gustave-Roussy dont 42,1% cancers simultanés, ou

synchrones, et 57,9% cancers successifs, ou métachrones [23]).

Les cancers de la cavité buccale et de I’oropharynx présentent une incidence trés variable
dans le monde [21,22]. En France, les tumeurs de la cavité buccale représentent plus d’un
tiers des cancers des VADS. La premiere localisation est la langue avec 41,8% des cas, puis le
plancher buccal (25,8%). Les tumeurs de 1’oropharynx sont également trés fréquentes. Les
cancers de la loge amygdalienne représentent 13% des cancers des VADS en France, soit 1 a
1,5% de I’ensemble des cancers. Les cancers du voile du palais sont quant a eux assez rares,
mais présentent un risque trés important d’association a un deuxiéme cancer (50% des cas).
On observe une nette prédominance masculine qui tend a se réduire. En France, en Europe et
aux USA, la relation épidémiologique de ces tumeurs a une intoxication éthylo-tabagique est
incontestable [3,24]. Néanmoins, les tumeurs de la cavité¢ buccale peuvent également se
développer a partir de 1ésions précancéreuses (leucoplasies (pouvant étre également d’origine

tabagique) et érythroplasies) [21].
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Les cancers du massif facial (fosses nasales et sinus) présentent une faible incidence [25],
comparée a celle des autres localisations des VADS (0,2% de I’ensemble des cancers et entre
1,5 a 2% des tumeurs des VADS). En France, I’incidence annuelle de ces tumeurs est comprise
entre 0,1 et 0,7 pour 100 000 hommes et entre 0,1 et 0,2 pour 100 000 femmes. Il existe une
prédominance masculine, I’incidence augmente avec 1’age et devient plus fréquente entre 60
et 70 ans. L’association de ces tumeurs naso-sinusiennes a des expositions professionnelles
est incontestable (expositions au bois, au nickel, au chrome et aux radio-isotopes). Les
cancers liés aux expositions au bois et au nickel sont reconnus comme cancers professionnels
et inscrits au tableau sous les numéros respectifs 47 et 47'". L’éthylo-tabagisme n’est pas une

¢tiologie reconnue et n’est que rarement retrouvé dans ces tumeurs [22].

2.1.1.2.Classification TNM

La classification TNM est une classification internationale établie d’aprés 1’Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) [1]. Cette classification présente une valeur
thérapeutique et pronostique. Elle permet de préciser 1’indication thérapeutique et 1’extension
tumorale. Elle permet également la comparaison de résultats thérapeutiques. Elle est

représentée dans le Tableau N°I.

20



Stade

T

(site tumoral primitif)

N

(aires ganglionnaires)

M

(métastases)

Pas de tumeur primitive

Pas d’adénopathie

Pas de métastase

is

Carcinome in situ

Tumeur <2 cm

Adénopathie homolatérale unique

<3cm

Métastase a distance

unique

2 cm < Tumeur €4 cm

N2a 3 cm < Adénopathie < 6 cm
Homolatérale unique
N2b Adénopathies < 6 cm
Homolatérales multiples
N2c Adénopathies < 6 cm

Bilatérales ou controlatérales

Métastases a distance

multiples

Tumeur >4 cm

Adénopathie > 6 cm

Extension tumorale aux muscles,

a l’os, aux cartilages, a la peau

Non classable

Non classable

Non classable

Tableau N°I : classification TNM des cancers d’apres I’Union Internationale Contre le

2.1.2. Principes thérapeutiques

2.1.2.1. Généralités

Cancer [1]

Le traitement des tumeurs malignes des VADS repose sur trois thérapeutiques, utilisées

seules ou en association, dans un but curatif ou palliatif : la chirurgie carcinologique, la

radiothérapie et la chimiothérapie. Les indications thérapeutiques sont codifiées et

consensuelles. Le traitement est décidé lors de Réunions de Concertations Pluridisciplinaires

apres examens cliniques et complémentaires, tenant compte de la classification TNM de la

tumeur, de ’état général, de I’age et des antécédents du patient ainsi que d’un éventuel avis

anesthésique.
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2.1.2.2. Modalités thérapeutiques

e La chirurgie carcinologique permet I’exérése de la tumeur a distance de ses limites
associée ou non a un curage ganglionnaire radical ou fonctionnel, uni ou bilatéral. La
chirurgie peut étre décidée d’emblée ; elle peut faire suite a une chimiothérapie néo-
adjuvante ou a une radiothérapie. Différentes techniques chirurgicales sont mises en
ceuvre en fonction de la localisation tumorale. La chirurgie demeure le premier temps
thérapeutique de la majorité des situations rencontrées au niveau de la cavité buccale
[26], de I’oropharynx et du massif facial [3,27-29]. La chirurgie carcinologique est une
chirurgie d’exérese large devant passer a distance des limites de la 1ésion tumorale [2].
Dans certains cas, la chirurgie d’exérese est associée a une reconstruction chirurgicale

par la réalisation de lambeaux locaux ou régionaux, pédiculés ou libres.

e La radiothérapie est basée sur ’utilisation de radiations ionisantes, de nature et
d’énergies variées, capable de créer des ions dans la matiere qu’elles traversent. La
radiothérapie peut étre utilisée en traitement exclusif, en concomitant a la
chimiothérapie ou en adjuvant a la chirurgie [30,31]. La radiothérapie externe post-

opératoire complete le traitement chirurgical dans plus de 50% des cas [3].

e La chimiothérapie peut étre utilisée en induction afin d’éviter une chirurgie mutilante
en cas de réponse favorable (thérapeutique de préservation d’organe dans les cancers
du larynx), de facon concomitante a la radiothérapie en adjuvant ou en traitement

palliatif [32].

2.2.La radiothérapie

2.2.1. Principes d’action de la radiothérapie

2.2.1.1. Généralités

La radiothérapie correspond a I’utilisation thérapeutique des radiations ionisantes. Le gray
(Gy) représente aujourd’hui 1’unité de dose des radiations ionisantes absorbées, qui est

¢quivalente a 1’énergie absorbée par une quantité de matiére donnée (1 Gy = 1 J/kg) [30].
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L’action des radiations ionisantes au niveau des tissus est physique, puis chimique et enfin
biologique. Les particules incidentes provoquent 1’ionisation (= éjection d’un électron par
effet Compton ou photoélectrique) ou I’excitation (= passage d’un électron sur une orbite

d’énergie supérieure) des atomes cellulaires.

2.2.1.2. La nature des rayonnements ionisants

Nous distinguons les rayonnements particulaires des rayonnements €lectromagnétiques.

e Les rayonnements particulaires sont constitués de particules chargées ou de
particules neutres. Les particules chargées (¢électrons, protons, ions lourds, ...) peuvent
mettre en mouvement, grace a leur charge ¢électrique, des électrons du milieu irradié.
Les particules neutres provoquent quant a elles des ionisations en entrant en collision

avec les électrons.

e Les rayonnements électromagnétiques sont représentés par les rayons X et rayons
gamma. Ils se comportent comme un rayonnement corpusculaire et sont assimilés a un
faisceau de photons. Ils peuvent naitre au niveau des couches périphériques de I’atome

(rayons X) ou a I’intérieur du noyau (rayons gamma).

2.2.1.3. Effets physicochimiques des radiations ionisantes et radiobiologie

La cinétique de ces effets est représentée dans la Figure N°1.

e Les effets moléculaires de la radiothérapie

Les rayonnements non chargés (photons et neutrons) sont indirectement ionisants et les
particules chargées (€lectrons et protons) sont directement ionisantes. Les électrons ionisé€s ou
excités sont a I’origine des effets biologiques observés. La molécule cible de ces radiations
ionisantes est I’ADN. Il est directement 1ésé par la particule incidente ou indirectement 1ésé

par I’intermédiaire des radicaux libres (fragments de particules non chargées qui résultent de
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la rupture d’une liaison covalente, principalement issus de la radiolyse de 1’eau cellulaire).
Ces étapes ne durent que quelques fractions de secondes. Les effets moléculaires induisent

ensuite des effets cellulaires [33].

e Les effets cellulaires de la radiothérapie

Les effets cellulaires s’étendent sur une période de quelques minutes a plusieurs mois. Ils
sont caractérisés par des changements morphologiques des cellules (noyau -cellulaire,
cytoplasme, membranes et vacuoles) qui induisent une perte de la fonction cellulaire. Une
mort cellulaire immédiate ou retardée est observée. La mort cellulaire immédiate ne s’observe
qu’a des doses massives de radiothérapie de plusieurs centaines de grays. Les radiations
ionisantes induisent des lésions cellulaires qui ne sont pas 1étales pour la plupart (= l1ésions
sublétales) et qui peuvent se réparer par I’intermédiaire d’enzymes (ADN polymérase). La
réparation peut étre ad integrum, erronée, ou ne pas se faire. Pour des doses utilisées en
radiothérapie, la mort cellulaire est retardée et induite par accumulation des lésions sublétales.
Les défauts de réparation conduisent a des délétions et des réarrangements du génome. Une
ou plusieurs mutations aboutissent a la perte de fonction d’un ou plusieurs genes. La mutation
d’un des alléles composant le gene peut entrainer le codage d’une protéine inactive, le codage
d’une protéine anormale inactive ou le codage d’une nouvelle protéine. Le codage d’une
nouvelle protéine, responsable d’une expression phénotypique anormale, présente un potentiel

carcinogene [33].

o Les effets tissulaires de la radiothérapie

Les effets cellulaires sont ainsi a ’origine des conséquences tissulaires de la radiothérapie.
Les effets tissulaires souhaités se produisent ainsi au niveau de la tumeur: la variété
histologique et 1’index mitotique de la tumeur sont les éléments essentiels de sa
radiosensibilité. Cependant, les effets tissulaires se produisent également au niveau des tissus

sains [30,31].
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2.2.1.4. Dose et fractionnement des radiations ionisantes

Le fractionnement est le nombre de séances effectuées afin de délivrer la dose de
radiations ionisantes souhaitée dans un temps donné. Ainsi, plus le fractionnement est
important, plus la dose cumulée est ¢levée afin d’obtenir I’effet biologique recherché. En
thérapeutique humaine, les doses sont fractionnées afin d’obtenir des effets secondaires

moindres tout en ayant de meilleurs résultats carcinologiques.

Les radiations ionisantes utilisées habituellement en thérapeutique humaine sont des
photons issus du Cobalt 60. La dose totale délivrée est située entre 50 et 70 Gy fonction des
résultats anatomopathologiques des piéces d’exérése et du champ d’irradiation (lit tumoral et
chaines ganglionnaires). Le fractionnement habituellement utilisé est de 2 Gy délivrés chaque
jour, 5 jours par semaine, pendant 5 & 7 semaines. Certains protocoles thérapeutiques ont

¢galement testé un hyper fractionnement de la dose d’irradiation délivrée [34,35].
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Rayonnement

Temps
Radiolyse de I’eau

10" :
secondes : *

: Amplification des

Effet indirect radicaux Effet direct
* v

107 : Lésions de ’ADN
secondes

Réparation fautive Réparation fidele
Minutes
Heures : / \

Effet 1étal Mutation non 1étale Survie cellulaire

E l l \ normale

Mort cellulaire Elimination par le Pas d’élimination par

systéme immunitaire le systéme immunitaire

fnees : Cancer Anomalie héréditaire
v

Figure N°1 : cinétique des dommages radio-induits (d’apreés Tubiana M. en 1986 [36] et
Schmidt-Ullrich en 2000 [37])

2.2.2. Les différentes techniques de radiothérapie

Trois techniques de radiothérapie sont actuellement pratiquées: la téléradiothérapie
(radiothérapie transcutanée ou radiothérapie externe), la curiethérapie (radiothérapie

interstitielle) et la radiothérapie métabolique [30,31,38].

e La radiothérapie externe conventionnelle utilise des faisceaux de radiations

pénétrant les tissus a travers la peau.
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La curiethérapie consiste a implanter des sources radioactives scellées dans la tumeur
(endocuriethérapie ou curiethérapie interstitielle), au contact de la tumeur dans une
cavité naturelle (plésiocuriethérapie ou curiethérapie endocavitaire) ou au contact de

la tumeur dans un conduit naturel (curiethérapie endoluminale) [38].

La radiothérapie métabolique utilise des radioéléments administrés sous forme

injectable (ex : iode 131).

2.2.3. Les indications de la radiothérapie et les associations thérapeutiques

Pour les cancers de la cavité buccale, de I’oropharynx et du massif facial, le traitement

initial est la chirurgie si le terrain le permet, si les extensions tumorales permettent une

exérése carcinologique compléte et si l’intervention est compatible avec des séquelles

fonctionnelles acceptables. La radiothérapie est réalisée secondairement sur le lit tumoral

et/ou les aires ganglionnaires [30,31,39].

Ainsi, la radiothérapie :

peut étre proposée en traitement exclusif,
peut étre associée a une chimiothérapie concomitante,

peut étre utilisée en complément de la chirurgie sur le lit tumoral et/ou les chaines

ganglionnaires,

peut étre enfin utilisée en complément de la chirurgie et associée a une

chimiothérapie [25,27,35].

La radiothérapie a pour objectif de délivrer une dose suffisante de radiations ionisantes au

volume-cible tumoral tout en épargnant les organes critiques voisins. Cependant, ces

radiations ionisantes atteignent également les tissus sains, ce malgré des thérapeutiques de

plus en plus ciblées. C’est pour cela que la radiothérapie en modulation d’intensit¢ ou IMRT

se développe [40].
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3. LES EFFETS DE LA RADIOTHERAPIE SUR LES TISSUS SAINS

CERVICO-FACIAUX

3.1.Incidents et accidents pendant la radiothérapie

e Les lésions muqueuses, encore appelées radiomucites, sont précoces, systématiques et
trés génantes lors d'une irradiation cervico-faciale; elles se présentent sous forme
d’énanthéme, puis d’épithélite exsudative. Elles peuvent nécessiter la mise en place d'une
sonde naso-gastrique et dans certains cas exceptionnels l'arrét temporaire de la

radiothérapie [30,41,42].

o Les lésions cutanées, encore appelées radiodermites, sont plus tardives lors d'une
irradiation cervico-faciale ; elles se présentent sous forme d'un érythéme, puis d'une

exsudation [30,31].

3.2.Complications et séquelles de la radiothérapie

3.2.1. Effets des rayons sur les tissus sains de la région cervico-faciale

L'irradiation de la cavité buccale et de I'oropharynx peut induire une asialie, une agueusie
ainsi que des altérations dentaires. L'irradiation du rhinopharynx et du massif facial peut
induire une rhinopharyngite croliteuse, une hypoacousie, une atteinte oculaire ainsi que des
séquelles endocriniennes. L'irradiation de la région cervicale peut induire une sclérose sous-
cutanée, un lymphooedeéme (jabot sous-mentonnier), des télangiectasies et une sclérose
musculaire. Les séquelles post-radiothérapiques peuvent étre également majorées par

I’association d'une chirurgie et/ou d’une chimiothérapie.

Les séquelles et complications de la radiothérapie peuvent toucher I'ensemble des tissus

irradiés [30,31,41,42] :

e Les atteintes cutanées sont caractérisées par une pigmentation, une épilation et une
sclérose cutanée de la zone irradiée. Une nécrose cutanée reste exceptionnelle et peut faire

suite a une nécrose extensive des plans profonds.
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Les atteintes muqueuses sont caractérisées par une atrophie et une fragilit¢ des
muqueuses. Elles peuvent également étre le siege de candidoses. Les nécroses muqueuses
existent, atteignent essentiellement la cavité buccale (langue et plancher buccal) et
l'oropharynx (loge amygdalienne et sillon glosso-amygdalien); elles sont trés

douloureuses et de cicatrisation longue.

Les atteintes musculaires sont caractérisées par une atrophie, une dégénérescence, une
sclérose, une myosite et une fibrose musculaire. Ces séquelles musculaires peuvent induire
un trismus évoluant vers une limitation chronique de l'ouverture buccale. Des nécroses

musculaires sont également rencontrées.

Les atteintes vasculaires sont caractérisées par une fibrose des vaisseaux. Ces
phénomenes induisent une hypovascularisation, un lymphooedéme et des télangiectasies.
Des thromboses vasculaires sont rarement observées mais peuvent induire une hémiplégie
(artérite radique). L'ischémie de la pulpe dentaire induit quant a elle une dégénérescence

odontoblastique.

Les atteintes salivaires sont caractérisées par des modifications quantitatives
(hypersalivation puis hypo- ou asialie liée a une atrophie des glandes salivaires) et des
modifications qualitatives de la salive (modification des composants, de la flore

microbienne et du pH salivaire).

Les atteintes gustatives sont caractérisées par une dysgueusie ou une agueusie a partir

d’une irradiation de 20 Gy ; ces altérations sont en général transitoires.

Les atteintes dentaires sont caractéris€es par une altération de 1’émail puis de la dentine
pouvant aboutir a la formation de dents d’ébéne. Ces séquelles dentaires sont indirectes a
l'irradiation, elles proviennent de la xérostomie. Une perturbation du développement

dentaire peut étre également observée lors d'une irradiation chez l'enfant.

Les atteintes neurologiques sont caractérisées par des radio-myélites. Une atteinte du

systéme nerveux central peut exceptionnellement étre observée.

Les atteintes cartilagineuses sont caractérisées par des nécroses, qui restent cependant

exceptionnelles.

Enfin, les atteintes osseuses feront I'objet ultérieurement d'un chapitre distinct.

29



L'apparition d'un cancer radio-induit constitue une des complications majeures de la

radiothérapie [43]. La fréquence de ces cancers radio-induits reste difficile a apprécier (1/250

patients irradiés pour un cancer des VADS). Cependant deux facteurs doivent étre pris en

compte :

- Leur sous-estimation, car les 3/4 des malades n'auront pas le temps de développer un

cancer radio-induit (pourcentage de malades guéris a 10 ans est de 25%),

- Etle fait qu’il s’agisse de tumeurs mésenchymateuses.

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
N ok Sécheresse Sécheresse
Leégere sécheresse modérée de la compléte de la
Glandes de la bouche / P .
. . Sans changement bonne réponse 4 la bouche / absence | bouche / absence Fibrose
salivaires > repon de réponse & la de réponse & la
stimulation . . . .
stimulation stimulation
Signes
Moelle Sans changement Syndrome de Syndrome de ob?:;lt??sk;il?;il&iau Mono- ou Para- ou
épiniére I’Hermite modéré | I’Hermite sévére ou sous-jacents & Tétraplégie
la région irradiée
Migraine sévére /
L .. | Migraine modérée dysfonction du .
C Sans changement Migraine modérée / 1éthargie Systéme Nerveux Convulsion ou
erveau & / 1égere 1éthargie . & Y foi paralysie / coma
importante Central, parésie ou
dyskinésie
Cataracte S mcta(t)?rrlziit eue /
asymptomatique / y ur;cératio?l Kératite sévere /
Y Sans chaneement ulcération coméenne rétinopathie sévere | Panophtalmie /
cux g cornéenne / modérée/ ou décollement cécité
ulcération ou rétinopathie ou glaucome sévére
kératite mineure patiic
glaucome mineur
Laryn Sans changement Dysphonie légere / lgaEr(iye'[re'?leo?dee (Edéme sévere / Nécrose
ynx & cedéme aryténoide ,, . chondrite sévere
modéré / chondrite
Légere atrophie / Atrqphle en ple_tque Atrophie marquée
changement de / télangiectasies . . . o
Peau Sans changement pigmentation / modérées / / télangiectasies Ulcération
perte de la pilosité ¢épilation totale nombreuses
Fibrose modérée . s
L . . Induration sévere /
. Légére induration mais erte du fissu Sous
Tissus sous Sans changement (fibrose) / perte de | asymptomatique / I():utané / rétraction Nécrose
cutanés & tissu adipeux sous | rétraction légére (< tvére (> 10% d
cutané 10% de réduction | oo > SV70 A€
lincaire) réduction linéaire)
Légere atrophie / Atrophie modérée A;\r/(::g};?chmearre(ilslze
Muqueuses | Sanschangement g p et télangiectasie . s Fibrose
sécheresse complete / sévere

muqueuse

télangiectasie

Tableau N°II : d'aprés RTOG / EORTC - cotation de la morbidité tardive induite par la

radiothérapie [44]
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3.2.2. Séquelles osseuses et ostéoradionécrose

3.2.2.1. Effets de la radiothérapie sur 1'os

La radiothérapie altére les cellules osseuses : ostéoblastes, ostéocytes et ostéoclastes. Une
atteinte cellulaire directe est observée avec une baisse de l'activité des ostéocytes et des
ostéoblastes [45]. Les ostéoclastes sont sensibles et présentent ¢galement une baisse de
leur activité ; cette baisse d'activité préceéderait I'hypocellularité également observée apres
une irradiation. Gal et Coll. ont montré que l’irradiation d’ostéoblastes de souche
MC3T3-El de souris in vitro entrainait une diminution de la prolifération cellulaire, une
réduction dose-dépendante de la production de collagéne et une augmentation de
I’expression des récepteurs de facteurs de croissance transformant béta 3 I et II (TGF( I et
II) [46]. Dudziak et Coll. ont également montré que [I’irradiation d’ostéoblastes
MC3T3-El entrainait une diminution dose-dépendante de la prolifération cellulaire,
favorisait la différenciation cellulaire, et entrainait une diminution de la production de
TGFf I et du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) [47]. Le VEGF est une
cytokine considérée comme indispensable a la formation et au maintien de I’intégrité
vasculaire. La diminution de la production de TGFf I serait liée a une diminution de la
production par les cellules elles-mémes ; la diminution de la production de VEGF serait
secondaire a la diminution de la prolifération cellulaire. Ces effets cellulaires peuvent ainsi

expliquer une relative déminéralisation d'un os irradié.

La radiothérapie agit sur la moelle osseuse [48-51]. Une my¢losuppression prolongée est
observée apres une irradiation corporelle totale et constitue ainsi un facteur dose-limitant
de traitement. Les radiations ionisantes agissent sur les cellules de la moelle osseuse avec
en particulier une atteinte des cellules souches. Hors, ces cellules sont a l'origine des
cellules osseuses: les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) produisent des
ostéoblastes ; les cellules souches hématopoiétiques (CSHs) sont a l'origine des
ostéoclastes [52]. Le stroma médullaire est également le si¢ge de remaniements post-

radiques sous forme d'une fibrose médullaire.

La radiothérapie altére la vascularisation osseuse. Les radiations ionisantes induisent une

athéromatose vasculaire, phénoméne qui induit une hypovascularisation. Cette
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hypovascularisation a ét¢ mise en évidence par des mesures de teneur en oxygeéne des
tissus irradiés en comparaison avec des tissus sains [53]; par ailleurs, cette
hypovascularisation augmenterait progressivement avec le temps. Hopewell et Coll. ont
démontré la réduction du flux vasculaire au sein de I’os mandibulaire irradié a partir d’ une
irradiation de 20 Gy [54]. Une diminution post-radique de la production de VEGF a été

observée et serait secondaire a la diminution de la prolifération cellulaire [47].

La radiothérapie altére le métabolisme osseux, le remodelage osseux et les propriétés
de cicatrisation osseuse. Ces altérations sont en partie expliquées par 1’hypocellularité
radio-induite. La carence du systeéme microvasculaire local contribuerait aux altérations de
cicatrisation d’un os irradi¢ [55]. La cicatrisation osseuse, lorsqu'elle se produit, se fait
sous la forme d'une fibrose par la multiplication des fibroblastes. Cette cicatrisation est par
ailleurs le plus souvent retardée. Ces altérations de cicatrisation ont également été
retrouvées chez 1’animal. Arnold et Coll. ont montré qu’une irradiation préopératoire,
délivrée entre un jour et 6 mois avant la chirurgie, diminuait la cicatrisation osseuse ; une
irradiation postopératoire, délivrée les 3 premiers jours apres la chirurgie, présentait une
cicatrisation semblable a celle d’une irradiation préopératoire ; enfin, une irradiation
postopératoire, débutée au moins 4 jours apres la chirurgie, ne réduisait pas la cicatrisation

osseuse, méme avec de trés fortes doses [56,57]. Certains auteurs ont proposé 1’utilisation

de radiations ionisantes afin de prévenir I’apparition de calcifications ectopiques [58-61].

La radiothérapie altere les propriétés mécaniques osseuses. Une réduction de la
résistance de I'os a la fracture et a la torsion est observée. L'os est mécaniquement fragilisé
apres irradiation. Savostin-Asling et Silverman ont observé que les micro-fractures
mandibulaires observées chez des patients irradiés n’avaient aucune tendance a la
cicatrisation spontanée [62]. Widmann et Coll. ont étudié et testé la résistance a la torsion
d’un fémur fracturé apres une irradiation localisée de 9 Gy ; le processus de cicatrisation
est retardé et la résistance inférieure vis a vis des os contréles non irradiés [63]. Ces
résultats sont également retrouvés par 1’équipe de Pelker sur un modele de fracture pré et
postradique [64]. Une ostéopénie et une diminution de 10 a 25% de la densité osseuse au
niveau du tissu osseux d’enfants soumis a une irradiation thérapeutique ont été rapportées

[54]. Les facteurs influencant cette atrophie osseuse ne sont pas clairement établis, mais il
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semblerait que les altérations vasculaires radio-induites et les effets des radiations

ionisantes sur les ostéoblastes en soient a 1’origine.

Enfin, la radiothérapie altére la croissance osseuse [65]. La sévérité des effets des
radiations ionisantes sur la croissance osseuse est fonction de la dose, du champ
d’irradiation et de 1’age de I’enfant. La dose critique, variable selon les auteurs se situe
entre 15 et 30 Gy. La radiothérapie induit un effet sur tous les lieux de croissance
(cartilage en croissance, périoste, suture et os alvéolaire). Des phénomeénes de
compensation par les structures voisines de I’os irradié sont observés (apposition

périostée).

3.2.2.2. Ostéoradionécrose

Le développement d’une ostéoradionécrose constitue une des séquelles majeures et des

plus redoutées lors d’une irradiation cervico-faciale [4,5].

L’ORN ou ostéite post-radique résulte d’un déséquilibre complexe des mécanismes
homéostatiques et métaboliques provoqués par un trauma issu de radiations ionisantes.
Une dévitalisation et une dévascularisation de 1’os sont observées. L’ORN se définit par la
formation d’une lésion chronique qui ne guérit pas sans intervention et qui se caractérise
par une dénudation osseuse prolongée ainsi que par une lyse osseuse décelable a I’examen

radiologique.

Les données épidémiologiques de I'ORN montrent une fréquence des ORN tres variable
selon les auteurs, entre moins de 1% et plus de 20% [66]. Ces différences sont liées aux
modalités de recrutement des équipes et surtout a 1I’ancienneté de la série. L’ORN semble
rare pour des doses inférieures a 60 Gy et elle semble augmentée lorsque la radiothérapie
est associée a une chimiothérapie. L’os le plus touché est la mandibule, 24 fois plus que le
maxillaire ; certains auteurs ont également rapporté des cas d’ORN concernant la

clavicule, le pelvis, la téte fémorale [67]...

La physiopathologie de 1'ORN reste controversée. L’ORN est caractérisée par la

formation de tissus hypovasculaires, hypoxiques et hypocellulaires entrainant une
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destruction cellulaire puis une I€sion chronique qui ne guérit pas (théorie des « 3H » de
Marx [68]). Selon Marx en 1983, il n’y aurait pas de colonisation bactérienne dans les
Iésions profondes de I’ORN dans 70% des cas étudiés ; les micro-organismes ne joueraient
qu’un role mineur dans I’ORN et ne constitueraient que des contaminants de surface [68].
Ainsi, les théories des « 3H » de Marx [68] et des « 2 » de Dambrain (Ischémie et
Infection) [69] s'opposent sur l'infection, mais s'accordent sur l'ischémie et
I'hypovascularisation. Actuellement, I’hypothése la plus souvent rapportée est I’altération
du systéme vasculaire, initiée par une diminution des connexions vasculaires a 1’origine de

thromboses veineuses [55].

L’ORN se caractérise par des signes cliniques objectifs et subjectifs. Les signes objectifs
sont une ulcération de la muqueuse, une nécrose tissulaire et un os sous-jacent dénud¢ ;
une faible proportion de patients présentent un os atteint sous une muqueuse saine. Les
signes subjectifs de ’ORN sont représentés par une douleur, trés variable en fonction du
stade de gravité de ’ORN. Les signes radiologiques d’une ORN sont également tres
variables. Une densification osseuse, un épaississement périosté, des zones de raréfaction
osseuse, une zone de séquestre, une zone d’ostéomyélite ou une fracture pathologique
peuvent étre observés. Ces manifestations radiologiques peuvent apparaitre aprés une

période de latence.

L'évolution d'une ORN peut étre dramatique d'un point vue fonctionnel et parfois méme
vitale. Elle peut se compliquer d’un trismus, d'une infection de la muqueuse, d'une
formation de fistule, interne et/ou externe (= orostome), d'une séquestration, d'une fracture
spontanée et de modifications de la sensibilit¢ (douleurs aigués, paresthésies ou

anesthésies).

Le traitement curatif d'une ORN est long, difficile et dépend de I’extension de la Iésion.
Avant tout traitement, une biopsie est effectuée pour réaliser un diagnostic différentiel
avec une récidive tumorale. Il comporte un traitement médical (bains de bouche,
antibiotiques et antalgiques) et un traitement chirurgical. Une intervention chirurgicale
conservatrice avec résection non interruptrice de la mandibule peut étre encore envisagée
lors d'une ORN récente avec une extension limitée a 1’os alvéolaire ; lors d'une ORN
extensive, la résection mandibulaire classique interruptrice doit étre envisagée [6].

L’utilité d’une oxygénothérapie hyperbare est controversée [70-72].
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3.3.Impact de la radiothérapie sur les thérapeutiques odontologiques et
oto-rhino-laryngologiques

3.3.1. Avulsions dentaires en terrain irradié

Autrefois, toutes les dents dans le futur champ d’irradiation étaient extraites avant une
irradiation cervico-faciale. Depuis [’apport de la fluoroprophylaxie, une attitude plus
conservatrice est proposée lorsque le patient présente une bonne hygiéne bucco-dentaire

[12,73].

Un nouveau probléme est ainsi apparu, celui des avulsions dentaires en terrain
préalablement irradi¢ [11]. En effet, 1’altération post-radique de la cicatrisation osseuse
constitue le probléme des ces extractions dentaires. Les avulsions dentaires post-radiques
nécessitées par des 1ésions parodontales ou carieuses représentent un facteur significatif dans
le déclenchement d’une ORN. Le risque est trés important dans les 6 mois qui suivent la
radiothérapie et continue d’augmenter dans le temps tant que la vascularisation et la perfusion

des tissus diminuent et que la fibrose progresse.

Différents protocoles d’avulsions dentaires ont été proposés pour réduire ce risque d’ORN
[10,12,74]. Actuellement, le protocole préconisé est le suivant : les dents doivent étre extraites
de fagon non traumatisante, avec régularisation des crétes alvéolaires, sutures hermétiques
discontinues, mise en place d’une colle biologique (type Tissu Coll®) et antibioprophylaxie.
L’anesthésie générale, la mise en place d’une sonde gastrique et I’oxygénothérapie hyperbare
sont également recommandées par certains auteurs. Malgré ces précautions, le déclenchement

d’une ORN est toujours possible.

Carl et Coll. se sont intéressés a I’utilisation de substituts osseux synthétiques associés a
de la tétracycline pour combler les alvéoles apres extraction en territoire irradié [75]. Les
résultats montrés semblent prometteurs, 1’utilisation de cette association reste cependant

anecdotique, I’étude ayant été réalisée chez 8 patients.
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3.3.2. Implantologie en terrain irradié

L’apport de I’implantologie pour les reconstructions prothétiques intra- et extra-orales est
indéniable. Elle permet la fixation mécanique de ces prothéses dentaires et épithéses. Chez les
patients édentés, la tenue et la fonctionnalit¢ des prothéses dentaires sont aléatoires, en
particulier lors d’une asialie ; I'utilisation d’implants intra-oraux permet I’obtention de la
triade : rétention, stabilisation et sustentation de ces prothéses dentaires. Les implants
extra-oraux évitent I’aménagement chirurgical de cavités rétentives [13], ’utilisation de colles
adhésives ou de montures de lunettes ; ils améliorent le positionnement et I’entretien des

¢épithéses et permettent une immobilité de celles-ci lors des mouvements de la téte.

En 1977, Branemark définit le concept d’ostéointégration comme 1’existence d’un contact
direct entre un os vivant et un implant métallique ou encore comme la jonction anatomique et

fonctionnelle directe entre I’os vivant et la surface d’un implant mis en charge [76].

Les effets de I’irradiation sur 1’ostéointégration d’implants sont peu référencés dans la
littérature. Brogniez et Coll. ont montré chez des chiens Beagle qu’un os néoformé de type
fibreux, réticulé suivi d’une apposition d’os lamellaire était observé dans 96% des cas autour
d’implants posés 6 mois apres une irradiation [77]. Larsen et Coll. ont montré chez des lapins
irradiés au niveau des tibias une ostéointégration clinique et radiologique des implants ;
néanmoins, 1’analyse histologique a également montré la présence d’une interposition fibreuse
entre 1’os et I’implant, signe d’une biotolérance plutot que d’une véritable ostéointégration

[78].

La véritable ostéointégration d’implants ne peut étre effectivement confirmée que par
I’histologie. L’implantologie en territoire irradié est confrontée a divers problemes et risques :
le retard de cicatrisation, I’absence d’ostéointégration des implants et le déclenchement d’une
ORN [79]. Le terme de « survie » ou de « succes » d’un implant est utilisé lorsque celui-ci est
cliniquement ostéointégré. La comparaison de différentes études portant sur des implants
extra- et/ou intra-oraux reste délicate en raison de 1’existence de nombreux paramétres : dose

et champ d’irradiation, taille de I’échantillon, délai entre radiothérapie et implantation, ...
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3.3.3. Exérese et reconstruction chirurgicales en terrain irradié

Les exéréses chirurgicales en territoire irradié peuvent étre liées au traitement d’une

récidive tumorale ou bien d’une ORN [6]. La nécessité de telles interventions en territoire

préalablement irradié pose le probléme de la reconstruction chirurgicale. Diverses techniques

peuvent étre envisagées en fonction de 1’état local, locorégional et général du patient :

Les lambeaux de couverture. Ces techniques sont envisagées soit lorsque la chirurgie
n’est pas interruptrice soit lorsque le patient ne peut bénéficier d’une intervention
chirurgicale longue ou que le réseau vasculaire est insuffisant. Les résultats fonctionnels et
esthétiques lors d’une chirurgie interruptrice sont d’autant moins bons que 1’interruption

est centrale.

Les attelles ou plaques de reconstruction. Cette technique utilise une plaque ou attelle
de reconstruction en titane. Elle présente ’avantage d’étre rapide et peut donc étre
proposée aux patients fragiles d’un point de vue anesthésique [80]. Il ne s’agit pas de la
méthode donnant les meilleurs résultats. Elle est utilisée avec succes dans les
reconstructions immédiates apres résection tumorale mais donne de mauvais résultats lors
du traitement de I’ORN. Elle expose au risque d’extrusion secondaire de la plaque et un

lambeau de couverture doit étre associé.

Les greffes osseuses libres non vascularisées. Ces techniques présentent un taux
d’échecs majeur en raison du faible potentiel de cicatrisation du lit receveur, elles sont

donc largement déconseillées en territoire préalablement irradié.

Les greffes osseuses libres microanastomosées. Ces techniques représentent la solution
idéale dans le traitement chirurgical interrupteur d’'une ORN [6,81]. De nombreux types
de reconstructions sont envisagés, le lambeau de fibula vascularisé par un pédicule
constituant le traitement de choix de la reconstruction mandibulaire. Ces lambeaux
apportent une vascularisation osseuse riche et leur fixation est réalisée par des plaques

d’ostéosynthese. Cependant, ces lambeaux présentent également des inconvénients liés a
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la morbidité du site donneur (le réseau vasculaire laissé en place doit étre parfaitement
perméable) et a un taux de thromboses ¢élevé du fait de la mauvaise qualité vasculaire du
site receveur [7]. Par ailleurs, ces techniques sont chirurgicalement complexes, longues
d’un point de vue anesthésique, et nécessitent généralement la mobilisation de deux

équipes chirurgicales.

Les greffes osseuses en territoire préalablement irradié se compliquent de thromboses, de
retards de cicatrisation, d’absences d’ostéointégration et de pseudarthroses chez I’homme
[7,9] et chez I’animal [8,82,83]. Depuis de trés nombreuses années, les chercheurs et

cliniciens se sont intéressés a une alternative a ces greffes osseuses.

38



4. LES TECHNIQUES DE RECONSTRUCTION ET SUBSTITUTS OSSEUX

4.1.Généralités

Le tissu osseux présente de nombreuses fonctions, mécaniques et biologiques, parmi

lesquelles :

¢ une fonction mécanique de résistance aux contraintes exercées sur le squelette osseux, de

soutien, et de locomotion,
¢ une fonction métabolique au niveau de I’équilibre phosphocalcique de 1’organisme,
¢ une fonction de formation cellulaire grace a la moelle osseuse,
¢ une fonction hématopoiétique au niveau de la moelle osseuse,

e ct une fonction de stockage énergétique grace aux lipides situés dans la moelle jaune et

constituant une réserve importante d’énergie.

Le traitement des défauts osseux de grand volume est réalisé par greffe osseuse ou par
apport de biomatériaux qui ont pour fonction de consolider ou de remplacer 1’os manquant

afin de recouvrer ces différentes fonctions.

4.2.Les greffes osseuses

Les greffes osseuses ont toutes un potentiel ostéogénique variable en fonction du type de
greffe. Ce potentiel peut étre intrinseéque (présence de cellules ostéogéniques au sein de la

greffe) ou bien étre initié€ par des phénomenes d’ostéoconduction et/ou d’ostéoinduction.

On distingue trois types de greffes osseuses [84] :

e Les autogreffes proviennent du sujet lui-méme. Il s’agit d’un prélévement osseux
avasculaire frais réalis¢ au niveau d’un second site opératoire et placé pendant

I’intervention dans le site osseux a combler chez le méme patient. Les greffons osseux
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trabéculaire ou corticaux sont prélevés au niveau de la créte iliaque, du tibia, de la fibula,
des cotes ou de la symphyse mentonniére. Les autogreffes présentent une absence de
réaction de rejet et un fort potentiel ostéogénique (présence de cellules et de facteurs
ostéogéniques). Ces greffes présentent cependant la nécessité d’un second site opératoire,
source de complications, d’une augmentation du temps opératoire et d’une certaine
morbidité du site donneur [85] ; par ailleurs, la quantité de greffon est limitée et peu de
cellules présentes au sein du greffon survivent a Dintervention. Malgré tout, les
autogreffes demeurent le standard dans le comblement de défauts osseux ; ce matériau est

le plus anciennement et le plus couramment utilisé dans ce domaine.

o Les allogreffes proviennent d’un sujet différent du sujet receveur, mais de son espece. Le
prélévement et la mise en place du greffon ne se font pas dans le méme temps opératoire.
La réalisation des allogreffes nécessite I’existence de banques de tissus osseux permettant
leur préparation et leur conservation [86]. Ces greffes présentent un faible coft, une
importante disponibilité de tissu et 1’absence de second site opératoire (absence de
morbidité associée). Ces greffes présentent cependant un double risque : elles peuvent étre
d’une part a l'origine de réactions immunologiques inflammatoires et de rejet ; elles
peuvent étre d’autre part a I’origine de transmission d’agents infectieux au sujet receveur
(virus, bactéries, agents non conventionnels, ...), malgré une sélection stricte des
donneurs, des analyses biologiques et des périodes de quarantaine [87]. Ces greffes
présentent également I’inconvénient d’étre un greffon osseux non vivant, avec une

résorption rapide et des propriétés biologiques variables en fonction des donneurs.

e Les xénogreffes sont des greffes provenant d’un animal. Elles présentent un risque de
contamination infectieuse et de réaction inflammatoire importante. Par ailleurs, ces greffes
présentent également le probléme de la compatibilit¢ immunologique. De ce fait, les

xénogreffes ne sont plus utilisées pour la réparation de pertes de substance.

La greffe osseuse autologue constitue théoriquement le matériau de comblement idéal
grace a ses propriétés ostéogéniques et a 1’absence de rejet. Cependant, les problémes liés au
prélevement du greffon, au manque d’os disponible et a I’augmentation du temps

d’intervention chirurgicale ont favorisé le développement et ’emploi de substituts osseux.
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4.3.Les substituts osseux

4.3.1. Propriétés des substituts osseux

4.3.1.1. Définitions

Selon Osborn en 1980 [88], les biomatériaux osseux peuvent étre classés en trois groupes :

e les matériaux biotolérés sont des matériaux séparés du tissu osseux par du tissu fibreux

(ex : ciment polyacrylique),

e les matériaux bioinertes sont des matériaux en contact direct avec le tissu osseux, mais

avec une interface bien définie (ex : titane),

e ct les matériaux bioactifs sont des matériaux permettant la formation d’un os nouveau
avec une interface diffuse et dynamique (ex : phosphate de calcium). La bioactivité est la
possibilité d’interactions et d’échanges favorables avec les fluides biologiques, les cellules
et les tissus vivants, et la possibilit¢ d’induire des modifications biologiques. Parmi ces

matériaux bioactifs, certains sont ostéoconducteurs, d’autres ostéoinducteurs.
9

4.3.1.2. Propriétés structurales et mécaniques

La porosité conditionne le comportement du biomatériau, tant pour la néoformation
osseuse que pour ses propriétés biomécaniques [89-91]. La porosité présente une influence sur
le phénomene de résorption/substitution osseuse du biomatériau. Le taux de porosité est le

rapport du volume des espaces vides de matiere sur le volume global du biomatériau.

Deux types de porosités sont retrouveés :

e La microporosité correspond aux pores de moins de 10 um. Elle est liée aux espaces
qui existent entre les cristaux du biomatériau. Elle permet la circulation des fluides

biologiques et les échanges entre ces fluides et le substitut osseux [92].
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e La macroporosité correspond aux pores de plus de 100 um. Elle correspond a
I’existence de pores calibrés et induits au cours de la calcination par adjonction d’un
porogéne (ex : naphtaléne [93], sucre ou eau oxygénée). Cette macroporosité peut étre
controlée en faisant varier le diametre et la quantité des pores (variation de la quantité
du «porogene » et de sa taille). Elle permet la colonisation osseuse et la
néovascularisation jusqu’au cceur du biomatériau. La macroporosité influence les
propriétés mécaniques du biomatériau : plus elle est importante, plus les propriétés
mécaniques sont faibles ; cependant les capacités a €étre colonisé par le tissu osseux

sont de ce fait plus importantes [92].

4.3.1.3. Propriétés biologiques

e La biocompatibilité est la propriét¢ d’un biomatériau a ne pas entrainer d’effet néfaste

pour le receveur et a ne pas empécher une différenciation correcte des tissus environnants.

e Lanéoformation osseuse :

o L’ostéogenése est définie comme un mécanisme de cicatrisation osseuse spontanée
observé lors d’une fracture ou d’un défaut de taille non critique (un défaut osseux de

taille critique ne peut pas se réparer spontanément).

o L’ostéoconduction est définie comme la propriété passive d’un matériau a promouvoir
la repousse osseuse par invasion vasculaire et cellulaire a partir des berges du tissu

osseux hote. Le biomatériau sert de charpente a la néoformation osseuse.

o L’ostéoinduction est définie comme la capacité d’un matériau a recruter les cellules
souches mésenchymateuses environnantes et a induire leur différenciation pour
synthétiser une matrice puis la minéraliser. Ce mécanisme est induit par la présence de

facteurs ostéogéniques a leur surface.

e La biodégradation/biorésorption : des interactions se produisent dans les macropores
entre le matériau et les cellules ; elles s’expriment par la dégradation du biomatériau.

Cette dégradation peut étre liée aux cellules de type ostéoclastique ou macrophagique.
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e La biofonctionnalité : elle évalue les capacités du matériau a assurer la fonction qui lui
est demandée. Elle constitue une preuve de I’efficacité du matériau et de son intégration

biologique et dépend des caractéristiques physico-chimiques du biomatériau.

Les matériaux de substitution osseuse a notre disposition pour la réparation osseuse se
présentent sous la forme de biomatériaux d’origine biologique, naturelle, ou de substituts

osseux synthétiques.

4.3.2. Les substituts osseux d’origine biologique

Les substituts osseux d’origine biologique sont représentés par I’os bovin céramisé [94] et

le corail [95,96].

Le corail naturel est constitué de carbonate de calcium a 99%. Il est biocompatible, il
serait résorbable et ostéoinducteur [96]. Les substituts commercialis€s ont subi des traitements

afin de garantir la sécurité de leur composition.

L’os bovin céramisé est produit a partir du fémur et de ’humérus de beeuf. Ces os
subissent une transformation industrielle de céramisation qui permet une déprotéinisation

complete de 1’os. Elle supprime le risque infectieux et I’antigénicité de ce tissu [94].

4.3.3. Les substituts osseux d’origine synthétique

4.3.3.1. Généralités

Les inconvénients et limites des greffes osseuses et des substituts osseux d’origine
biologique ont encouragé la recherche expérimentale ainsi que I’utilisation de substituts

osseux d’origine synthétique.

Ces matériaux présentent des propriétés, des indications et des résultats cliniques variables
d’un substitut & un autre. Dans les années 70, des matériaux plus proches de la phase minérale
de I’os ont été développés pour le comblement de défauts osseux : les phosphates de calcium

ou biocéramiques phosphocalciques [15].
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4.3.3.2. Les biocéramiques phosphocalciques

4.3.3.2.1. Généralités

Les phosphates de calcium ont été rapidement employés comme matériaux synthétiques
de substitution osseuse ; ils sont actuellement largement utilisés en chirurgie orthopédique,
maxillo-faciale et dentaire [14,15]. Les phosphates de calcium présentent une composition
proche de celles des phases minérales des tissus calcifiés des vertébrés [14]. Les phases
minérales des tissus calcifiés (os, émail et dentine) sont des apatites phosphocalciques non

stochiométriques et polysubstituées.

Les phosphates de calcium existent sous diverses formes : en blocs, en granules ou en

poudres ; ils sont injectables ou non, durcissants ou non.

Les principaux phosphates de calcium utilisés comme matériaux de remplacement du tissu
osseux sont 1’hydroxyapatite (HA), le phosphate tricalcique béta (BTCP) et le phosphate de
calcium biphasé (BCP) [15].

4.3.3.2.2. Le phosphate de calcium biphasé¢ BCP

Le phosphate de calcium biphasé, ou Biphasic Calcium Phosphate (BCP), est ainsi un
mélange d’HA et de BTCP [15].

% Composition du BCP

e [’hydroxyapatite [Ca;o(PO4)s(OH);] est le premier phosphate de calcium a avoir été
utilisé comme biomatériau de substitution osseuse. Il présente un rapport Ca/P de 1,67.
L HA posseéde de bonnes propriétés mécaniques et une structure tres proche de celle de
I’0s [97]. Un phénomeéne d’ostéocoalescence (intégration trés étroite entre le biomatériau
et ’os néoformé) est observé aprés implantation : les cristaux d’apatite croissent sous
I’effet des fluides biologiques et favorisent la minéralisation de la matrice extra-cellulaire.

L’HA est peu soluble et présente une cinétique de résorption tres lente in vivo.
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Le phosphate tricalcique béta [Ca;(PO4),] présente un rapport Ca/P de 1,5. Il possede
une plus grande solubilité et est donc plus dégradable que I’'HA in vitro et in vivo.
L’augmentation locale des concentrations en ions calcium et phosphate induit une
précipitation de ces ions sous la forme d’une apatite biologique favorisant la

minéralisation de la matrice extra-cellulaire.

Le phosphate de calcium biphasé est I’association des deux biomatériaux précédents. Il
peut étre obtenu de deux fagons : soit en phase solide a partir des phases phosphocalciques
sous ’action de la température, soit par précipitation en milieu aqueux de sels de calcium
sous I’action de sels de phosphates. Les poudres sont mises en forme et subissent un
« frittage » (traitement thermique permettant 1’obtention d’une céramique, composé
massif et biphasé¢). Ces matériaux sont disponibles sous de nombreuses formes galéniques
(poudres, granules et blocs) et géométriques (coins d’ostéotomie, inserts de cages

vertébrales).

% Propriétés chimiques, biologiques et structurales du BCP
Les phosphates de calcium biphasés sont des matériaux synthétiques biocompatibles.

La porosité est une caractéristique physique essentielle du BCP, jouant un role
prépondérant dans ses propriétés mécaniques et biologiques [89]. Le taux de porosité (=
rapport du volume des espaces vides de matiere sur le volume global du biomatériau)
conditionne le comportement du biomatériau, tant pour la néoformation osseuse que pour

les propriétés biomécaniques.

Les inconvénients majeurs de ces biomatériaux sont représentés par une fragilité et une
faible résistance mécanique a la déformation donc leur interdiction en zone de contrainte

sans ostéosynthése ou immobilisation complémentaire associée.

Les propriétés de solubilité et de résorption sont intermédiaires entre les proportions d’HA
et de BTCP [98]; I’adoption d’un bon compromis permet d’assurer le phénomene de
biodégradation de I’implant a la cinétique de remodelage osseux local (= bioactivité
contrdlée) [98]. Le processus physiologique de remodelage osseux est rendu possible par
la propriété de biodégradabilité du BCP (treés faible pour I’HA, ¢élevée pour le BTCP et
intermédiaire pour le BCP, dans des proportions dépendant du rapport HA/BTCP). Les
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céramiques phosphocalciques ne sont pas considérées comme ostéoinductrices [99],
méme si certains auteurs ont mis cette propriété en €vidence : certaines observations de
néoformation osseuse ont été faites au sein de céramiques macroporeuses dans des

implantations en site ectopique [100,101].

o Actuellement les céramiques phosphocalciques ne répondent que partiellement aux
impératifs de biofonctionnalité. En effet, la biofonctionnalité initiale est incompléte, ces
céramiques restaurent uniquement et imparfaitement la fonction mécanique [89]. La
fonction médullaire hématopoiétique n’est rétablie qu’au fur et a mesure du remodelage
osseux. Le phénomeéne de résorption/substitution rend ensuite possible le rétablissement

total de toutes les fonctions osseuses.

4.3.3.3. Les substituts osseux injectables

4.3.3.3.1. Généralités

Le développement de substituts osseux injectables a pour objectif de disposer de
biomatériaux possédant les mémes propriétés biologiques que les céramiques
phosphocalciques, mais présentant une plus grande facilit¢ d’emploi et de manipulation. Ces
biomatériaux doivent également permettre de limiter I’importance de certaines interventions
chirurgicales en permettant des comblements a partir d’'une voie d’abord réduite et en

diminuant le temps opératoire.

Ainsi, deux types de biomatériaux injectables ont été développés : les ciments ioniques

et les substituts osseux injectables.

Les ciments ioniques sont constitués d’une phase liquide (en général de 1’eau) et d’une
phase solide (poudre de céramique phosphocalcique) mélangées juste avant implantation
[102]. Ces deux phases conférent un caracteére injectable au biomatériau, puis entrainent un

durcissement in situ.

Un substitut osseux injectable a ét¢ développé dans notre laboratoire : Injectable Bone

Substitute ou IBS et a fait I’objet de dépot de brevet [103].
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4.3.3.3.2. Le substitut osseux injectable IBS

% Composition de I'IBS

L’IBS est un matériau de comblement osseux qui associe une phase minérale a une phase

vectrice organique, mais qui ne durcit pas apres injection [98,104].

e La phase minérale est constituée de granules de BCP. Le type de granulométrie choisi est

fonction des indications thérapeutiques (40-80, 200-500 pum, ...).

e La phase vectrice, ou solution aqueuse de polymeére, est constituée d’une solution
visqueuse d’Hydroxy-Propyl-Méthyl-Cellulose (HPMC) dans une solution physiologique
isotonique. Il s’agit d’un dérivé cellulosique appartenant a la famille des méthylcelluloses.
L’HPMC est obtenue par réaction d’un mélange de chlorure de méthyle et d’oxyde de
propyléne avec de I’alcali cellulose. L’HPMC se présente sous la forme de poudre
fibreuse ou granuleuse (couleur blanche). Il s’agit d’un composé non-ionique, hydrophile.
Une période de 48 a 72 heures est nécessaire pour obtenir une viscosité stable lorsqu’il est
mis en solution. L’HPMC présente des propriétés intéressantes : bon rétenteur d’eau,

pouvoir filmogene et pouvoir liant.

e [L’obtention du composite IBS s’obtient en mélangeant ’HPMC en solution aqueuse a 2
ou 3% avec les granules de BCP. Le mélange s’effectue par spatulation manuelle douce
dans des rapports massiques HPMC/BCP de 48/52 a 53/47. Le résultat obtenu est une pate
consistante de couleur blanche, conditionnée en seringue a usage unique « préte a

I’emploi », sous sachet hermétiquement clos ; ce dernier est ensuite autoclavé.

s Propriétés chimiques, biologiques et structurales de I’'IBS
e (e matériau est biocompatible, bioactif et biorésorbable.

e [L’IBS est un biomatériau injectable. Il a la particularité¢ de parfaitement se mouler aux
pertes de substances osseuses créées. Par ailleurs, il permet une chirurgie moins invasive

[104-106].
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e [l permet la création d’une matrice permettant une ostéogenese importante en favorisant la
colonisation cellulaire [90,91,106-108]. L’interaction du polymeére avec les granules de
BCP crée des espaces interparticulaires qui facilitent la circulation des fluides biologiques,
et ’activation des cellules permet la colonisation du matériau par un tissu osseux
différenci¢ bien minéralis¢ [105,109,110]. Le vecteur cellulosique disparait et la
résorption lente de la phase minérale va de pair avec la réhabilitation centripéte du

biomatériau par 1’os néoformé [91].

e [’inconvénient majeur est que ce matériau ne possede pas de propriétés mécaniques

comme les céramiques phosphocalciques car il ne durcit pas apres implantation in vivo.

4.4.Substituts osseux et irradiation

4.4.1. Influence du substitut osseux sur la délivrance du rayonnement

Les radiations ionisantes lors d’une irradiation thérapeutique pénétrent les différentes
structures anatomiques. La progression de ces radiations ionisantes dépend de la densité et de

la nature des tissus traverseés.

L’hydroxyapatite peut €tre considérée comme un matériau implantable en site osseux ne
modifiant pas la dose de radiations ionisantes délivrées aux différentes structures traversées.
En effet, certains travaux expérimentaux ont montré que I’HA implantée n’entrainait pas de
modifications significatives du faisceau d’irradiation incident [17]. Par ailleurs, une étude
meneée sur des picces anatomiques osseuses humaines irradiées par des photons de Cobalt 60 a
montré que les doses d’irradiations absorbées étaient proches de celles de I’'HA synthétique

[16].

L’utilisation d’implants en titane semble modifier de facon plus importante les doses
d’irradiation délivrées [111]. En effet, certains auteurs ont montré la présence d’un effet de
rétro-diffusion entralnant un « surdosage » en avant de I’implant et un « sous-dosage » en
arriere de celui-ci. Cette dose serait augmentée de 10 a 15% a 1 mm en avant de I’implant.
Néanmoins, la dépose d’implants dentaires en titane avant une irradiation cervico-faciale n’est
plus de mise actuellement si I’implant est parfaitement ostéointégré ; en effet, leur dépose
entrainerait un délabrement osseux trop important retardant le délai avant le début de la

radiothérapie.
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Stenson et Coll. ont comparé les effets de divers biomatériaux implantables sur la
dosimétrie de radiations ionisantes confirmant que I’HA montrait un effet relativement mineur
sur la distribution de la dose d’irradiation en comparaison avec les métaux étudiés (titane pur,

alliage de titane et acier inoxydable) [112].

4.4.2. Ostéointégration en milieu irradié

Pinholt et Coll. ont montré qu’une irradiation cervico-faciale de 40 Gy par des photons du
Cobalt 60 chez des chiens ne modifiait pas de fagon significative ni la dissolution des granules
d’HA implantés 4 mois avant irradiation, ni la réaction inflammatoire, ni I’ostéointégration du

biomatériau [113].

Kudo et Coll. ont montré chez des lapins qu’une irradiation mandibulaire d’une unique
dose de 15 Gy au Cobalt 60, débutée trés tot apres I’implantation, inhibait le contact direct
entre les implants a base d’HA et 1’os environnant ; néanmoins, un contact osseux déja établi

avant I’irradiation était peu affecté par les radiations ionisantes [17].

Schoen et Coll. ont rapporté un taux de succes relativement élevé (90,5%) lors d’une
implantation pré-radiothérapique d’implants, et recommandent ainsi I’insertion d’implants
immédiatement apres la chirurgie carcinologique [79]. De la méme fagon, Brogniez et Coll.
ont également montré dans un modéle expérimental canin 1’intégration possible d’implants

avant une irradiation thérapeutique [114].

Les greffes osseuses et les matériaux de substitution osseuse constituent deux stratégies a
la disposition des chirurgiens pour combler une perte de substance osseuse. Depuis plusieurs
années, I’association de cellules de moelle osseuse a un substitut osseux phosphocalcique est

proposée pour améliorer cette substitution.
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5. INGENIERIE TISSULAIRE OSSEUSE

5.1.Définition

L’ingénierie tissulaire consiste en I’association de cellules, matrices et biomolécules.

L’objectif final de I’ingénierie tissulaire osseuse est de régénérer localement le tissu

OSSCux.

5.2.Les différentes associations

L’ingénierie tissulaire osseuse repose sur 1’association possible de divers éléments :

¢ la matrice, support de la régénération osseuse, peut €tre congue a partir de protéines de la
matrice extra-cellulaire, comme de la fibrine, ou a partir des biocéramiques

phosphocalciques,

e les cellules ostéocompétentes issues de la moelle osseuse totale ou représentées par les

cellules souches mésenchymateuses (CSMs),

e et enfin, les facteurs ostéogéniques : ces molécules jouent un réle primordial dans le
contrdle de la différenciation ostéoblastique et dans 1’activité des cellules du tissu osseux ;
ces facteurs sont essentiellement produits par les ostéoblastes et sont incorporés dans la
matrice extra-cellulaire lors de la formation osseuse ; trés nombreuses, ces molécules
appartiennent surtout a la superfamille du TGF[ [115] ; ces facteurs stimulent également

directement ou indirectement 1’angiogénese.

Dans ce travail, nous nous sommes plus particuliecrement intéressés aux matériaux
hybrides associant des matrices a base de biocéramique phosphocalcique et des cellules

autologues (de moelle osseuse totale et CSMs).
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5.3.Les cellules souches

5.3.1. Que sont ces cellules souches ?

Les cellules souches possédent deux propriétés essentielles qui les distinguent des autres

cellules :

e leur capacité a se multiplier indéfiniment a 1’identique en culture in vitro pour produire de

nouvelles cellules souches : capacité d’auto-renouvellement,

e ct leur aptitude a se différencier dans un milieu environnemental adéquat en cellules
différenciées, cellules ayant acquis des caractéristiques spécifiques leur permettant

d’assurer une fonction particuliere.

5.3.2. Les types de cellules souches

Il existe différents types de cellules souches :

e les cellules souches totipotentes : ce sont les seules cellules pouvant donner naissance a

un organisme entier,

e les cellules souches pluripotentes : ce sont des cellules capables de générer la plupart ou
tous les tissus du corps adulte, mais qui ne peuvent pas donner naissance aux tissus

extra-embryonnaires tels que le placenta,

e les cellules souches multipotentes : ce sont des cellules capables de générer plusieurs

types de cellules, elles sont déja engagées dans un programme tissulaire spécifique,

e et enfin, les cellules souches unipotentes : ce sont des cellules capables de générer un
seul type de cellules différenciées, c’est ce qu’on appelle les progéniteurs intermédiaires

ou précurseurs.
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5.3.3. Origine des cellules souches

Les cellules souches existent chez I’embryon, chez le feetus et dans son cordon

ombilical. Il en existe également chez 1’adulte [116].

Les cellules souches humaines sont présentes dans divers tissus de I’organisme adulte.
Deux catégories de tissus sont distinguées : les tissus renouvelés en permanence par des
cellules souches «actives » (ex : tissu sanguin, intestin et épiderme, dans une moindre
mesure, os et épithélium respiratoire) et ceux contenant des cellules souches de « réserve »,
non actives spontanément. Sous I’influence de certains signaux, elles peuvent se différencier
en cellules spécialisées avec un phénotype distinct de celui du précurseur. Ces cellules
pourraient ainsi constituer des réservoirs de cellules « réparatrices », prétes a se mobiliser et a
se différencier en réponse a divers signaux. Peu d’éléments sont connus concernant cette
population cellulaire endogéne des adultes et son role précis dans la réparation et la
régénération de tissus. Ceci peut étre lié en particulier au manque de marqueur spécifique de
ces cellules. Cependant, les récents progrés dans 1’isolement et la caractérisation de ces
cellules ont amené chercheurs et cliniciens a développer et a tester diverses stratégies

thérapeutiques dans de multiples applications cliniques [117,118].

5.3.4. Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs)

5.3.4.1. Isolement des CSMs

Chez I’adulte, les CSMs ont été isolées a partir de nombreuses sources :

e la moelle osseuse adulte est un organe composé de deux systémes principaux : le tissu
propre hématopoiétique associé au stroma médullaire. La moelle osseuse (MO) est le seul
organe connu dans lequel deux types de cellules souches séparées et distinctes et donc
deux systeémes tissulaires dépendants, non seulement coexistent mais également cooperent
fonctionnellement : les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) et les cellules
souches hématopoiétiques (CSHs) [52]. Les CSMs issues de la MO ont été identifiées
pour la premicre fois par Friedenstein et Pétrakova qui ont isolé des cellules

ostéoprogénitrices de la moelle de rat en 1966 [119]. La MO est a ce jour 1’organe le plus
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¢tudié en tant que source de cellules pour la thérapie cellulaire. La MO possede également
un type rare de cellules totipotentes, les Multipotent Adult progenitor cells (MAPCS),
décrites comme étant les ascendants des CSHs et des CSMs présentes dans la moelle
humaine [120,121]. Les CSMs sont des cellules immatures. Elles représentent 1/10 000 a
1/100 000 des cellules mononucléées totales de la moelle osseuse [122,123], elles peuvent

proliférer durant 40 générations in vitro [124].

e Les CSMs ont également été isolées dans la membrane synoviale [125], le liquide
synovial [126], les muscles squelettiques [127], les tendons [128], la calvaria, le
périoste [129], ’os trabéculaire, 1’os alvéolaire [130], le cartilage [131], les dents de

lait [132], les péricytes vasculaires, le poumon et le tissu adipeux [133].

5.3.4.2. Caractérisation et marqueurs de surface des CSMs

In vitro, la propriété d’adhérence au plastique n’est pas suffisante en elle-méme pour
permettre de purifier complétement les CSMs de la moelle osseuse [134]. Il persiste au sein
de la population cellulaire d’autres précurseurs mononucléés non CSMs. Cependant, une
fraction de ces cellules adhérentes correspond réellement aux CSMs. De nombreux auteurs se
sont intéressés aux conditions de caractérisation de ces cellules, chez ’humain ou chez
I’animal. Les CSM présentent de nombreux antigenes mais la plupart des marqueurs de

surface sont peu spécifiques et peuvent €tre retrouveés a la surface de cellules différenciées.

Des efforts considérables ont été effectués pour identifier des marqueurs de surface
spécifiques pour sélectionner, détecter et tester les préparations de CSMs [135]. De nombreux
anticorps monoclonaux ont été évalués pour rechercher des produits réactifs pour la
caractérisation et I’isolement des CSMs humaines. Stro-1 a ét¢ identifié comme un anticorps
marquant les cellules stromales progénitrices non hématopoiétiques de la MO : il est

actuellement le marqueur le plus utilisé pour caractériser et isoler les CSMs [136,137].
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5.3.4.3. Différenciation et fonctionnalité des CSMs

De nombreuses ¢études ont ¢ét€ menées in vitro afin d’évaluer les potentiels de
différenciation des CSMs, les conditions de culture et les stimuli a 1’origine des voies de

différenciation de ces cellules.

La différenciation des CSMs vers des lignées cellulaires de type ostéoblastique,
chondrocytaire, adipocytaire a été décrite et caractérisée par de nombreuses équipes [116-

118,135,136].

Les CSMs sont des cellules a fort potentiel ostéogénique capables de se différencier vers
un phénotype ostéoblastique [138,139]. L’activation ostéogénique in vitro nécessite la
présence d’un milieu de culture ostéogénique approprié comportant du [3-glycérophosphate,
de I’acide ascorbique 2-phosphate, de la vitamine D et du sérum de veau feetal. Les cellules
acquicrent un phénotype ostéoblastique lorsqu’elles sont cultivées en présence de ces
suppléments et lors d’une culture en monocouche. Il semblerait que les CSMs isolées a partir
du tissu adipeux humain présentent également un potentiel ostéogénique [140,141] mais
inférieur a celui des CSMs isolées a partir de la MO [142] ; pour d’autres équipes, ce potentiel
semble étre identique [143]. Quoi qu’il en soit, le tissu adipeux pourrait constituer une
excellente source de CSMs du fait de la quantité présente dans 1’organisme humain et de la
disponibilité¢ de déchets opératoires engendrés par la chirurgie. De plus, leur taux ne semble
pas diminuer avec 1’dge de I’individu [144], contrairement aux CSMs issues de la MO

[145,146].

Les CSMs ont donc été qualifiées pendant longtemps de cellules souches multipotentes.
Mais, certaines observations ont montré que la plasticité phénotypique des populations de
CSMs ¢était plus élevée que ce qui était initialement supposé. En effet, de nombreux travaux
ont montré qu’elles pouvaient se différencier vers des lignées cellulaires de type stromal,

hépatocytaire, myoblastique, tendineux, rénal et neuronal [116-118,135,136].
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Enfin, le réle potentiel des CSMs dans la formation des vaisseaux sanguins a également
¢t¢ évalué [147-149]. L’utilisation de cellules souches dérivées de la MO a permis
I’augmentation de la néovascularigénése associée a la régénération tissulaire aprés un
infarctus du myocarde [150]. D’autres auteurs ont montré que ces cellules se différenciaient
en un phénotype endothélial et qu’elles augmentaient la vascularisation. De récentes études
ont montré que les CSMs pouvaient se différencier en cardiomyocytes [151], cellules

endothéliales et cellules musculaires lisses aprés une injection directe dans un cceur adulte.

5.4.Les différentes études sur les associations

5.4.1. Les associations possibles

Les associations possibles présentées ci-aprés concernent les matériaux hybrides obtenus
en associant les matrices a base de biocéramiques phosphocalciques et les cellules issues de la
MO totale (MOT). Quatre possibilités sont envisageables concernant I’ensemencement de ces

cellules sur la matrice :

e I’association extemporanée d’un prélévement de MOT autologue avec la matrice

suivie d’une implantation immédiate de ce nouveau matériau hybride,

e le prélevement de MOT suivi de sa culture in vitro au contact de la matrice avant

implantation,

e le prélevement de MOT suivi de sa culture in vitro sur plaque pour sélectionner et
amplifier les CSMs, puis 1’association de ces CSMs a la biocéramique suivie d’une

implantation immédiate,

e le prélevement de MOT suivi de sa culture in vitro pour sélectionner et amplifier les
CSMs, puis ’association de ces CSMs a la biocéramique cultivés in vitro avant

I’implantation de ce nouveau matériau hybride.

Chacune des techniques présente des avantages et des inconvénients. La premicre
technique a surtout I’avantage d’étre réalisable en peropératoire (absence de culture) et de ne
pas nécessiter un équipement important ; par ailleurs, la possibilit¢é d’une autogreffe permet
I’absence de rejet et de transmission de maladies virales et/ou bactériennes ; néanmoins,

I’inconvénient de cette technique est la quantit¢ limitée de cellules ostéocompétentes
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présentes dans la greffe (environ 1 CSM pour 10 000 a 100 000 cellules nucléées) [122,123].
Les trois autres techniques présentent 1’inconvénient majeur de ne pas pouvoir étre réalisées
en peropératoire (nécessité d’une culture cellulaire in vitro), excepté si elles utilisent des
cellules provenant d’une banque de tissus : dans ce cas, le patient présente un risque de rejet
de greffe, d’incompatibilit¢é ou de transmission de maladies virales et/ou bactériennes ;
néanmoins, la culture des cellules permet leur multiplication et ainsi I’obtention dans la greffe

d’une quantité plus importante de cellules ostéocompétentes.

La MO peut étre utilisée dans ces quatre approches. La culture des cellules peut étre
réalisée soit pour la multiplication des cellules soit pour orienter leur différenciation.
L’utilisation de la graisse nécessite dans tous les cas une étape in vitro pour isoler les
cellules ; ’avantage majeur de la graisse est représentée par sa quantité disponible tres

importante.

5.4.2. Les associations pour une néoformation osseuse sans irradiation

5.4.2.1. Etudes in vitro

Les propriétés intrinseques des biocéramiques peuvent étre potentialisées par 1’adjonction
de différentes molécules ou cellules a leur surface. Les CSMs associées a la surface d’une
biocéramique sont capables d’adhérer, de proliférer, de se différencier en ostéoblastes et de
coloniser ’ensemble de I’implant in vitro. L’utilisation d’une céramique transparente a permis

de suivre cette cascade de différenciation ostéoblastique [152].

Toquet et Coll. ont montré que les CSMs issues de MO humaine cultivées sur des
céramiques a base de BCP macroporeux conservaient leur phénotype ostéoblastique et que

ces cellules étaient capables de former une nouvelle matrice osseuse in vitro [153].

Hattori et Coll. ont montré la capacité similaire de différenciation en ostéoblastes de
CSMs issues du tissu adipeux humain et issues de moelle osseuse associées a un biomatériaux

constitué¢ de BTCP in vitro [143].
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5.4.2.2.Etudes in vivo

e Ftudes chez I’animal

Des ¢études précliniques ont montré I’efficacité de 1’association de MO totale ou de CSMs
aux biocéramiques dans des sites sains chez divers modéles animaux [154-159]. Ces études
sont reportées dans le Tableau N°III. Les cellules utilisées peuvent avoir pour origine la MO
totale ou bien une culture de CSMs issues de MO ou d’une autre origine comme la graisse.
Les études précliniques ont montré un fort potentiel ostéogénique des CSMs dans la
régénération osseuse. L’association de cellules souches a une matrice a pour objectif
d’accélérer le processus de régénération osseuse en apportant directement sur le lieu
d’implantation des cellules ostéoprogénitrices. L’orientation des cellules vers un phénotype
ostéoblastique avant implantation permettrait d’accélérer les processus de régénération
osseuse. Cependant, une grande variabilité des résultats liés a cette culture cellulaire est
observée. Les biocéramiques phosphocalciques a base d’HA, de B-TCP et de BCP sont les
plus utilisées comme matrices cellulaires. Les cellules présentes a la surface de ces
biomatériaux proliférent et se différencient également in vivo. Ces nouvelles thérapeutiques

pourraient étre une bonne alternative a 1’autogreffe osseuse.

e FEtudes chez ’homme

Les premicres applications cliniques chez I’homme ont été réalisées chez 3 enfants atteints
d’ostéogenese imparfaite par 1’équipe d’Horwitz [160]. L’ostéogenése imparfaite est
caractérisée par une ostéopénie généralisée menant a des déformations osseuses, un retard de
croissance et de multiples fractures. Une greffe allogénique de CSMs issues de MO a été
réalisée chez ces 3 patients ; une amélioration de la croissance et de la densification osseuse

ainsi qu’une réduction du nombre de fractures ont été observées chez les 3 enfants.

D’autres applications cliniques ont également été réalisées avec le méme succes. Quarto et
Coll. ont montré I’efficacité de I’implantation in vivo d’ostéoprogéniteurs autologues isolés de
la MO des patients et cultivés ex vivo sur un biomatériau a base d’HA macroporeuse pour

traiter des patients présentant d’importants défauts osseux [161].
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5.4.3. Les associations pour une néoformation osseuse avec irradiation

Ainsi 'intérét de 1’association in vivo de biocéramiques et de moelle osseuse ou de CSMs
a ¢t¢ démontré a plusieurs reprises, en site osseux ou ectopique. L’implantation de ces
matériaux issus de l’ingénierie tissulaire osseuse donne des résultats précliniques tres
encourageants. Cependant une telle association en territoire irradié n’a fait 1’objet que de deux

publications a ce jour, issues de notre laboratoire [19,20].

Les résultats prometteurs issus de ces travaux nous ont encouragé a poursuivre ces

recherches.
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Modéle animal

Indication Source des CSMs Résultats Référence
voie de délivrance
Défaut osseux segmentaire = | Rat athymique ) Augmentation de la formation Bruder, Kurth et Coll., 1998
) _ N ) o CSMs humaines de MO osseuse
Défaut taille critique fémur Support en céramique Amélioration biomécanique [156]
Chien CSMs autologues de MO

Défaut osseux segmentaire =

Défaut taille critique fémur

Support en céramique = cylindre
céramique poreuse (HA et BTCP)

30.10° CSMs par implant

CSMs non différenciées

Augmentation de la formation
osseuse

Bruder, Kraus et Coll., 1998
[155]

Défaut osseux segmentaire =

Défaut taille critique fémur

Chien

Support en céramique = cylindre
céramique poreuse (HA et BTCP)

CSMs allogéniques de MO
37,5.10° CSMs par implant

CSMs non différenciées

Augmentation de la formation
osseuse

Arinzeh et Coll., 2003
[154]

Défaut osseux =

Défaut taille critique condyle
fémoral

Lapin

Support en céramique = granules
de TricOs (HA et BTCP) et fibrine

MO totale autologue

Pas d’augmentation de Ia
formation osseuse

Le Nihouannen et Coll., 2006
[157]

Défaut osseux =

Défaut taille critique bilatéral

Chien

Support en céramique = particule

CSMs autologues de MO
50 a 70.10° CSMs /gramme de

Augmentation de la formation

Mankani et Coll., 2006

particule osseuse [158]
cranien fronto-pariétal de HA et TCP ) )

CSMs différenciées

CSMs humaines de MO Augmentation de la formation

Défaut osseux segmentaire =

Défaut taille critique fémur

Rat

Support en soie

1.10° CSMs par implant

CSMs différenciées ou non

0Sseuse

Meilleure CSMs

différenciées

avec

Meinel et Coll., 2006
[159]

Tableau N°III : application thérapeutique de I’utilisation de moelle osseuse et de CSMs pour la reconstruction osseuse dans divers

modéles animaux
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6. PROBLEMATIQUE ET PLAN DE THESE

La premicére partie de cette étude présente le développement d’un nouveau modele animal
d’ostéoradionécrose capable de servir de base a I’é¢tude de thérapeutiques reposant sur
I’ingénierie tissulaire osseuse. Pour obtenir ce modele expérimental, des irradiations a doses
supra-thérapeutiques ont ét¢ menées sur une souche de rats consanguins et des pertes de
substances osseuses créées. Cette premicre partie présente également les manifestations
radiologiques et anatomopathologiques des effets de trés fortes doses d’irradiation sur

I’histopathologie et la cicatrisation osseuses.

La deuxiéme partie de cette étude est consacrée a 1’évaluation de la cicatrisation osseuse
en terrain irradié a des doses thérapeutiques. Le méme modele animal de perte de substance
osseuse au sein de séquelles tissulaires d’irradiation osseuse a été utilisé. Une irradiation
focalisée en unidose a été effectuée, puis des pertes de substances osseuses ont été crées afin
d’évaluer le bénéfice apporté par I’implantation d’un biomatériau injectable (IBS) associé¢ a
de la moelle osseuse totale. L’utilisation d’une souche de rats consanguins a permis une

autogreffe médullaire interindividuelle.

L’objectif de la troisiéme partie a ét€ de comparer la cicatrisation osseuse obtenue lors de
I’association de moelle osseuse totale ou de cellules souches mésenchymateuses a un
biomatériau non injectable (granules de BCP) sur le méme mode¢le animal irradié a des doses
thérapeutiques. Cette étude a également confronté deux sources distinctes de CSMs : les

CSMs issues de la moelle osseuse de rats et les CSMs issues du tissu adipeux de rats.
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II. DEUXIEME PARTIE :

SEQUELLES ANATOMO-PATHOLOGIQUES ET

RADIOLOGIQUES DE L’0S IRRADIE A DOSE

SUPRA-THERAPEUTIQUE
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1. CONTEXTE D’ETUDE

Les carcinomes ¢épidermoides des Voies Aéro-Digestives Supérieures constituent un
probléme de santé publique majeur. La majorit¢ des patients ayant « bénéficié¢ » d’une
chirurgie d’exérése carcinologique liée a une tumeur cervico-faciale regoivent une
radiothérapie post-opératoire [28,162]. Les radiations ionisantes jouent un role clef dans le
traitement curatif de nombreuses néoplasies. Lorsqu’une tumeur maligne est irradiée, les
tissus sains a proximité de cette tumeur le sont également et les cellules « normales », non
tumorales, peuvent présenter une mort cellulaire immédiate, retardée ou des séquelles. Malgré
les récents progres techniques en radiothérapie (hyper fractionnement, radiothérapie par
modulation d’intensité) [163], les radiations ionisantes générent toujours des -effets
secondaires majeurs, aigus ou chroniques, réversibles ou irréversibles au niveau moléculaire,
cellulaire et finalement tissulaire. Des complications dramatiques peuvent survenir a plus ou
moins long terme ; il s’agit le plus souvent du développement d’ostéoradionécroses (ORN)

[164,165] ou plus rarement de 1’induction de tumeurs secondaires, telles que les sarcomes

[43].

La localisation la plus fréquente de ’ORN est la mandibule [72,164-167] ; cependant,
chaque os irradié peut étre atteint (maxillaire, pelvis, clavicule, téte fémorale, ...) [168]. En
fonction des séries et des sites anatomiques ¢€tudiés, I’ORN présente une incidence variant de
1 a37% [41]. Une ORN progresse plus ou moins lentement, ne cicatrise pas spontanément, et
peut évoluer vers une fracture pathologique. Les ORN limitées de la mandibule peuvent étre
traitées par antibiothérapie, séquestromie et/ou oxygene hyperbare selon les auteurs
[72,164,165]. Les patients présentant une ORN étendue nécessitent une prise en charge plus
radicale avec un traitement chirurgical pouvant étre interrupteur (hémi-mandibulectomie
interruptrice) [72,164,165]. Ces thérapeutiques créent des défauts esthétiques et fonctionnels
majeurs au niveau cervico-facial, altérant considérablement la qualité de vie des patients. Les
hypotheéses concernant le déclanchement d’une ORN mandibulaire sont relativement bien
documentées chez 1’homme (extractions dentaires pré ou post-radiques, mauvaise hygiene
dentaire, intoxication alcoolo-tabagique, dose d’irradiation, localisation de la tumeur)

[72,164-167]. Cependant, peu d’études sont reportées concernant les caractéristiques
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histo-pathologiques d’un os irradi¢, que ce soit chez ’homme ou chez I’animal. De plus, peu
d’études expérimentales portent sur la reconstruction osseuse en territoire préalablement
irradié. Dans ces conditions, pouvoir disposer d’un mod¢le animal de séquelles d’irradiation
serait treés utile pour tester différents traitements de réparation et de reconstruction d’une

ORN.

Ainsi, les objectifs de cette étude ont été d’évaluer radiologiquement et
anatomopathologiquement les effets de trés fortes doses d’irradiation sur 1’histopathologie et
la cicatrisation osseuses et de mettre au point un nouveau modele animal d’ORN capable de

servir de base a I’étude de thérapeutiques d’ingénierie tissulaire osseuse.

Une ¢étude de faisabilité sur 3 rates a été réalisée dans un premier temps afin de mettre au
point les différentes séquences expérimentales ; I’étude principale a été conduite dans un

second temps.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Etude de faisabilité

2.1.1. Animaux

Trois rates consanguines de souche Lewis Al-haplotype RT1® (Centre d’élevage R.
Janvier, Le Genest St. Isle, France) ont été utilisées. Les animaux, agés de 8 semaines et d’un
poids > 225 grammes, ont ¢été acclimatés pendant une semaine avant le début de
I’expérimentation. L’ensemble de 1’expérimentation animale a ét¢ mené au sein de I’Unité
Thérapeutique Expérimentale de 1’Institut Fédératif de Recherche 26 a la Faculté de Médecine
de Nantes (UTE, IFR 26, Nantes, France).

Les rates ont été placées dans des cages standard dans un local a température constante de
21°C et soumis a des cycles de 12/12h d’éclairage-obscurité. Les animaux ont été alimentés

avec une nourriture de laboratoire standard et ont recu de I’eau ad libitum.

La stabulation des rates et I’expérimentation ont été conduites dans le respect de la
directive européenne réglementant la conduite des expérimentations animales (directive

européenne n°86/609/CEE).

2.1.2. Expérimentation
2.1.2.1. Radiographies
2.1.2.1.1. Généralités

Les radiographies argentiques ont été réalisées sur des clichés rétro-alvéolaires (film
ultra-speed, Kodak, sensibilit¢ D, format: 31 X 41 mm, taille 2, DF-58) a partir d’un

générateur long-cone de rayons X (Secondent Philips, 5 amperes, 50 Hertz).

2.1.2.1.2. Réalisation pratique

L’inconvénient de cette race est sa fragilit¢ vis-a-vis de 1’anesthésie (25% de déces
post-anesthésiques dans une étude antérieure réalisée dans le laboratoire [169] ; cette fragilité

nous a amenés a modifier le protocole anesthésique initialement prévu selon les conseils de
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I’équipe de C. Cuturi de I’Unit¢ INSERM U437 a Nantes [170]. Les animaux ont été
endormis a I’'UTE selon le protocole anesthésique suivant : induction a I’isofluorane a 3%
(Foréne®, laboratoire Abott, Rungis, France), pesée des animaux, injection en intramusculaire
de 0,075m1/100gr de mélange de 1/5 de Xylazine (Rompun® 2%, laboratoire Bayer Pharma,

Puteax, France) et de 4/5 de Kétamine (Imalgéne® 500, laboratoire Mérial, Lyon, France).

Les rates ont été placées sur le ventre, les membres en extension. Deux radiographies ont
été réalisées pour chacune des rates (coté droit et coté gauche). Le film rétro-alvéolaire,
perpendiculaire a I’émetteur de rayons X, était solidaire du générateur de rayons X grace a un
bras angulateur provenant du systeme de RINN® (Figures N°2). Cet angulateur était fixé sur
le générateur et relié au support de la radiographie. Le temps d’exposition déterminé a été de

0,64 secondes.

Les radiographies rétro-alvéolaires ont été réalisées :
- aJo0: début étude (apres acclimatation et avant I’irradiation),

- alJ21:7 jours avant la réalisation du défaut osseux (14 jours apres I’irradiation), puis

tous les 14 jours jusqu’a I’euthanasie de 1’animal.

Figures N°2 : radiographie rétro-alvéolaire des rates, générateur long-cone, angulateur

et systtme de RINN®
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2.1.2.2. Procédure d’irradiation

2.1.2.2.1. Généralités

L’irradiation externe des animaux a été réalisée au Centre Régional de la Ligue Contre le
Cancer (CRLCC René¢ Gauducheau, Nantes, France). L’irradiateur utilisé était un Thératron
780 (Atomic Energy, Canada) émettant des photons issus du Cobalt 60 et possédant une
énergie de 5 MeV. Cet irradiateur était un dispositif réformé pour la pratique de la
radiothérapie externe humaine et utilis¢é dorénavant dans le cadre d’une convention établie

entre le CRLCC et I’IFR 26 de I’Université de Nantes pour les activités de recherche.

2.1.2.2.2. Calcul de dose

Le calcul du temps d’exposition nécessaire a la dose d’irradiation souhaitée est un
parameétre dépendant a la fois de la distance source-objet (I’intensité du rayonnement décroit
proportionnellement a I’inverse du carré de cette distance) et de I’age de la source du
Cobalt 60 au moment de I’irradiation (le débit est li¢ a la demie-vie de la source). Ce calcul a
été effectué par le service de biophysique du CRLCC en tenant ainsi compte de la distance

source-objet et de I’ancienneté de la source.

2.1.2.2.3. Réalisation pratique

L’irradiation externe a concerné les 3 animaux. Elle a été réalisée a J7 sous anesthésie

générale.

Les rates ont été¢ endormies a ’UTE selon le méme protocole anesthésique que pour les
radiographies rétro-alvéolaires, puis transportées dans des cages a filtre au CRLCC. Avant la
phase de positionnement des animaux sous I’irradiateur, une nouvelle injection
intra-musculaire de 0,075ml/100gr de Xylazine (1/5) et Kétamine (4/5) a été effectuée (soit

environ 45 minutes apres la premiere).

Les rates ont été placées sous le champ d’irradiation. Un LASER de point central,
indiquant la position du tube émetteur de Cobalt par exposition lumineuse du contour du

faisceau incident, a permis de visualiser et de délimiter le champ d’irradiation. Le maintien
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des rates dans les limites de ce champ a été assuré grace a un systéme de contention des

membres inférieurs, préalablement moulé dans un support en résine époxy et fabriqué sur

mesure pour les irradiations de rats [169]. Le champ d’irradiation a été limité aux membres

inférieurs épargnant le pelvis des rates. La source de Cobalt 60 a été placée a 80 cm des

animaux. La dose d’irradiation souhaitée était de 30 Gy pour les trois rates. Elle a été délivrée

selon un fractionnement d’une unidose de 30 Gy et I’exposition nécessaire pour I’obtention de

cette dose a été calculée a 37 minutes le jour de I’irradiation.

2.1.2.3. Création des défauts osseux

Trois semaines apres la procédure d’irradiation (J28), les 3 animaux ont été opérés selon

le protocole opératoire suivant (Figures N°3) :

I’induction anesthésique a été réalisée en chambre close par inhalation d’isofluorane
(Foréne®, laboratoire Abott, Rungis, France) a 3%, puis entretenue par la poursuite de

I’inhalation au masque a une concentration de 1,5 a 2%,
rasage des membres inférieurs du c6té opéré (gauche),

désinfection cutanée a la polyvidone iodée (Bétadine®, Astra Médica, Mérignac,

France),

abord chirurgical en condition d’asepsie rigoureuse de la face latérale de la métaphyse
fémorale distale et de la face médiale de la métaphyse proximale tibiale, de part et

d’autre de I'interligne articulaire fémoro-tibiale, apres luxation patellaire,

incision périostée de la face latérale de la métaphyse distale du fémur gauche et de la

face médiale de la métaphyse proximale du tibia gauche,

confection du défaut osseux calibré (3 mm de diameétre) a 1’aide d’une piece a main
chirurgicale et d’une fraise boule multiplans refroidie par du sérum physiologique

stérile : la trépanation a été menée jusqu’a la corticale osseuse opposée,
hémostase par compression a 1’aide de compresses stériles,

suture hermétique en 2 plans, musculaire et cutané, au fil résorbable Vicryl® 4/0

(Ethicon, France).
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Les tibias et fémurs droits n’ont pas été opérés.

Figures N°3 : création des défauts osseux

A — Schéma des défauts osseux épiphysaires fémoral distal et tibial proximal (®)

1 - Face dorsale du squelette du rat
2 — Face ventrale du squelette du rat

Pertes de substances osseuses calibrées en sites tibial (B) et fémoral (C)
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2.1.2.4. Stabulation

Les animaux opérés ont été placés dans une cage individuelle a une température constante
de 21°C et soumis a des cycles de 12/12h d’éclairage-obscurité. Il n’a pas été noté de
souffrance chez ces animaux qui ont fait 1’objet de soins quotidiens a I’UTE jusqu’a leur

sacrifice.

2.1.2.5. Euthanasie et prélévement des échantillons

Les 3 rates ont été euthanasiées par injection Iétale intra-péritonéale de barbiturique rapide
(200 mg de Thiopental sodique, Nesdonal®, Rhone-Mérieux, Lyon, France) a un délai de 6

mois apres I’irradiation (24 semaines).

Apres désinfection cutanée a la polyvidone iodée (Bétadine®, Astra Médica, Me¢érignac,
France), le prélévement des fémurs droits et gauches et des tibias droits et gauches a été
effectué a I’aide d’une instrumentation stérile. Les pi¢ces osseuses ont ét¢ directement placées
dans un milieu fixateur composé de para formaldéhyde a 4% dans un tampon phosphate (PBS,

Seromed, Berlin, Allemagne) pendant 72 heures.
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2.2. Etude principale

2.2.1. Animaux

Pour I’étude principale, quatorze rates consanguines de souche Lewis Al-haplotype
RT1" (Centre d’élevage R. Janvier, Le Genest St. Isle, France) ont été utilisées. Pour cette
¢tude, le type d’animaux, I’acclimatation, 1’alimentation et la stabulation des animaux
¢taient les mémes que dans 1’étude de faisabilité.

L’expérimentation a été conduite dans le respect de la directive européenne

réglementant la conduite des expérimentations animales (directive européenne

n°86/609/CEE).

2.2.2. Expérimentation

2.2.2.1. Séparation des animaux

Les animaux ont été séparés en trois groupes :
- Groupe 1 : 6 rates Lewis 1A irradiées a 30 Gy,
- Groupe 2 : 6 rates Lewis 1A irradiées a 45 Gy,

- Groupe 3 : 2 rates Lewis 1A non irradiées (témoins).

2.2.2.2. Radiographies

Les radiographies argentiques ont été réalisées de la méme fagon que dans I’étude de

faisabilité, sur des clichés rétro-alvéolaires sous anesthésie générale.

2.2.2.3. Procédure d’irradiation

L’irradiation externe des animaux a été réalisée selon le méme protocole que pour 1’étude
de faisabilité (Figure N°4A). L’irradiation a concerné les 12 animaux des groupes N°1 et N°2
(Figures N°4B et N°4C). Les animaux non irradiés n’ont pas été anesthésiés.

La dose d’irradiation souhaitée était de 30 Gy pour le groupe N°1 et de 45 Gy pour le
groupe N°2. Elle a été¢ délivrée selon un fractionnement d’une unidose de 30 Gy pour le

groupe N°1 et de 45 Gy pour le groupe N°2.
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Le calcul des temps d’exposition a ¢galement été effectué par le service de biophysique du

CRLCC en tenant compte de la distance source-objet et de I’ancienneté de la source.

Initialement, la source de Cobalt 60 étant placée a 80 cm des animaux, 1’exposition
nécessaire pour ’obtention de ces doses était calculée respectivement a 39 minutes et

56 minutes le jour de I’irradiation.

Afin de diminuer le temps d’anesthésie des animaux, la source de Cobalt 60 a été
rapprochée des animaux. Elle a ainsi été placée a 55 cm des animaux. L’exposition nécessaire
pour I’obtention de 30 Gy et de 45 Gy a ainsi ¢été calculée respectivement a 19 minutes,

28 minutes le jour de I’irradiation.

2.2.2.4. Création des défauts osseux

A J28, les animaux des groupes N°1 et N°2 ont été opérés selon le méme protocole que
dans 1’étude de faisabilité. La confection des défauts osseux a été réalisée sous anesthésie
générale au niveau des tibias et fémurs gauches. Les tibias et fémurs droits n’ont pas été

opérés (répartition exposée dans le Tableau N°V).

2.2.2.5. Stabulation

La stabulation des animaux a été identique a celle de I’étude de faisabilité.
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Figures N°4 : irradiation des rates

A — Source de Cobalt 60 : Irradiateur Thératron 780 (Atomic Energy, Canada),
CRLCC, Nantes, France
B — Mise en place des animaux et limites du champ d’irradiation

C — Controle externe
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2.2.2.6. Euthanasie et prélevement des échantillons

Les rates des trois groupes ont été euthanasiées par injection létale intra-péritonéale de
barbiturique rapide (200 mg de Thiopental sodique, Nesdonal®, Rhone-Mérieux, Lyon,

France).
Les délais d’euthanasie choisis ont été de :
- 0 mois pour une rate du groupe N°3,
- 3 mois apres I’irradiation pour 3 rates des groupes N°1 et N°2,

- 4 mois % apres I’irradiation pour 3 rates des groupes N°1 et N°2 et pour 1 rate du

groupe N°3.

Le prélevement et la fixation des pieces osseuses ont également été réalisés de la méme

fagon que dans 1’étude de faisabilité.

La répartition des animaux, doses d’irradiation, défauts osseux et délais d’euthanasie sont

reportés dans le Tableau N°IV.

2.2.2.7. Synthése

Le déroulement des séquences irradiation — création de défaut osseux et explantation est

résumé dans la Figure N°5.

3 mois ou 4 mois %

—>
Irradiation de 30 Gy
6 rates Tibia et fémur gauches : défaut osseux
Sacrifice et explantation
Tibia et fémur droits : sans défaut osseux
Irradiation de 45 Gy
6 rates
Contrdle non irradié Tibia et fémur gauches : défaut osseux
Sacrifice et explantation
2 rates Tibia et fémur droits : sans défaut osseux
—>

0 ou 4 mois %

Figure N°5 : résumé du déroulement chronologique de I’expérimentation
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Dose Défaut osseux
Groupe Euthanasie
N Rate N°® | d’irradiation | Rémur | Tibia | Fémur | Tibia (semaines)
(GY) droit droit | gauche | gauche
1 30 - + + 12s
2 30 - - + + 12s
4 30 - - + + 18 s
5 30 - + + 18s
6 30 ; + + 18's
7 45 - + + 12's
8 45 - - + + 12's
, A T T T it
10 45 - - + + 18s
11 45 - + + 18s
12 45 - + + 18 s
1 Non irradiée - - - 0s
3
1 Non irradiée - + + 18's

Tableau N°IV : répartition des défauts osseux et doses d’irradiation

NN

Animaux décédés (n = 2)
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2.2.3. Etude des explants

2.2.3.1. Observations radiologiques

Le développement des films radiographiques a été effectué manuellement en chambre
noire. Il a été réalisé selon un protocole toujours identique dans des bains de révélateur et de
fixateur thermostatés, renouvelés a chaque développement. Les temps préconisés par le
fabriquant ont été respectés : révélateur 2 minutes, ringage a 1’eau 1 minute, fixateur 2

minutes et ringage a I’eau 2 minutes (Kodak, France).

Les radiographies ont été examinées directement sur négatoscope par trans-illumination

(ella, MED’X).

2.2.3.2. Observations histologiques

2.2.3.2.1. Inclusion a la paraffine

Apres fixation, les prélévements ont été décalcifiés dans un bain d’acide nitrique a 10%

durant 48 heures.

Les échantillons décalcifiés ont ensuite ¢t€¢ déshydratés dans des bains d’éthanol a 100%
(5 bains d’une heure chacun), puis avec du toluene (3 bains d’une heure chacun). Les
prélevements ont ét¢ inclus en paraffine a 1’aide d’une Shandon Patchcentre (Shandon

scientific, England).

2.2.3.2.2. Réalisation des coupes
Des coupes de 5 um d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide d’un microtome a tissus mous

(Leica RM 2155, Leica Instrument Gmbh, Nussloch, Germany).

Les coupes ont été effectuées dans le sens sagittal des échantillons.
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2.2.3.2.3. Coloration et étude histologique

Les coupes obtenues ont été colorées en Hématoxyline Phloxine Safran (HPS). La

technique de coloration est décrite en Annexe N°1.

Les coupes ont ensuite ét¢ montées entre lame et lamelle a 1’aide d’un kit de Montage
Protex (Consul Mount, Shandon, Runcorn, UK) sur un automate (Thermo Electron
Corporation, Shandon, Astmoor, England) pour étre étudiées en microscopie optique. Les

sections histologiques ainsi que la cicatrisation des os ont été analysées.

L’analyse histologique a été effectuée avec un médecin spécialiste de 1’histologie osseuse

du service d’anatomie pathologique du CHU de Nantes (Dr Anne Moreau).
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3. RESULTATS

3.1. Etude de faisabilité

3.1.1. Procédure d’anesthésie

Cette race présente 1’inconvénient de sa fragilité. Les modalités d’anesthésie générale
avaient été modifiées suite aux déces post-anesthésiques d’une précédente étude réalisée dans
notre laboratoire (25% de déceés post-anesthésiques [169], ce taux étant supérieur au taux

habituellement déploré avec des animaux non consanguins type Wistar (environ 10%)).

Pourtant, il y a eu 1 décés lié a un surdosage anesthésique pendant I’irradiation.

3.1.2. Radiographies

I1 n’y a pas eu de probleme li¢ a la réalisation de radiographies rétro-alvéolaires.

La procédure de radiographie et le développement des films ont permis une

standardisation de ces clichés radiologiques. La qualité du développement était bonne.
Le bras angulateur du systéme de RINN® a permis :

- un repositionnement précis et reproductible (dans le temps et en fonction des

animaux),
- D’obtention d’une distance, film-source, objet-source, film-objet constante,
- D’obtention d’une orthogonalité constante et donc 1’absence de déformation,

- un agrandissement de 1.

3.1.3. Procédure d’irradiation

Il n’y a pas eu de probléme pendant la réalisation de 1’irradiation, en dehors du probléme

anesthésique.
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Il n’y a pas eu d’incidents liés aux radiations ionisantes, en dehors des effets habituels.
Une radiodermite de grade 1 a été observée. Aucun traitement spécifique n’a été nécessaire

pour la prise en charge des effets secondaires de cette irradiation.

Une dépilation a également été observée. Cette dépilation a débuté dés 15 jours apres la

radiothérapie et était toujours présente a 6 mois de I’irradiation.

3.1.4. Création des défauts osseux

Dans I’é¢tude de faisabilité, il n’y a pas eu de probléme pendant la création des défauts

osseux. Aucune infection n’a été constatée apres la chirurgie des animaux.

3.2. Etude principale

3.2.1. Procédure d’anesthésie

Il y a eu a déplorer 2 déces liés a un surdosage anesthésique lors de I’irradiation des rates,
soit pendant I’irradiation (rate N°3), soit en post-radique immédiat (rate N°9). Ces déces sont

survenus malgré la diminution du temps d’exposition aux radiations ionisantes.

3.2.2. Radiographies

Dans 1’¢tude principale, il n’y a pas eu de probleme li¢ a la réalisation de radiographies

rétro-alvéolaires.

3.2.3. Procédure d’irradiation

La procédure d’irradiation externe s’est déroulée sans difficulté particuliére en dehors des

problémes liés a I’anesthésie.

Il n’y a pas eu d’incidents liés aux radiations ionisantes, en dehors des effets habituels

(type radiodermite cutanée régressive). Pour les rates irradi¢es a 30 Gy, la radiodermite était
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de grade 1; pour les rates irradiées a 45 Gy, la radiodermite était de grade 2. Aucun
traitement spécifique n’a été nécessaire pour la prise en charge des effets secondaires de cette

irradiation.

Une dépilation a été observée aux deux doses d’irradiation. Cette dépilation a débuté des
15 jours apres la radiothérapie, s’est généralisée a I’ensemble des rates a partir de 30 jours ;
elle devenait plus prononcée a partir de 45 jours. La dépilation était toujours présente a 6 mois
de I’irradiation pour les rates irradiées a 30 Gy, et a 4 mois '2 de I’irradiation pour les rates

irradiées a 45 Gy.

3.2.4. Création des défauts osseux

Il n’y a pas eu a déplorer de déces post-chirurgical dans cette expérimentation. Aucune
infection n’a été constatée apres la chirurgie des animaux. Une fracture a été observée chez
une des rates irradiées a 45 Gy, celle-ci a donc été euthanasiée a 2 mois %2 de la radiothérapie

au lieu des 3 mois prévus initialement.

3.3. Synthése

Les pieces anatomiques de I’étude de faisabilité ont été analysées avec celles de I’étude

principale (répartition exposée dans le Tableau N°V).
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Défaut osseux

Dose
Type de | Nombre de e L Euthanasie
o _, | @irradiation | pemur | Tibia | Fémur | Tibia .
rate rates (n =) (semaines)
(GY) droit droit gauche | gauche
Lewis 2 30 - - + + 12s
Lewis 3 30 - - + + 18s
Lewis 2 30 - - + + 24 s
Lewis 2 45 - - + + 12s
Lewis 3 45 - - + + 18s
Lewis 1 Non irradiée - - - - 0s
Lewis 1 Non irradiée - - + + 24's

Tableau N°V : répartition finale des défauts osseux et doses d’irradiation
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3.4. Observations radiologiques
3.4.1. Résultats

«L’os radiologiquement normal » était un os ne présentant pas de modifications
radiologiques de la densité de la trabéculation osseuse. « L’os radiologiquement anormal »
¢tait un os présentant des modifications radiologiques de la densit¢ de la trabéculation

osseuse, tres légeres ou plus importantes.

Le défaut osseux «non visible» correspondait a un défaut osseux cicatrisé
radiologiquement «sans cicatrice » ou «trace » (sans modification de la densité
radiologique). Le défaut osseux « visible » correspondait a un défaut osseux soit cicatrisé
mais avec des « traces » soit non cicatrisé ; il était caractérisé par une modification de la
densité radiologique plus ou moins importante et par la présence ou non d’un liseré

d’ostéocondensation.

e Observations radiologiques sans irradiation

Les rates non irradiées présentaient un os normal radiologiquement, que ce soit avec ou sans
défaut osseux (Figure N°6A). Une cicatrisation normale des défauts osseux était observée

sans modification de la densité trabéculaire, ni liseré d’ostéocondensation.

e Observations radiologiques apreés une irradiation de 30 Gy

Les résultats des examens radiologiques aprés une irradiation de 30 Gy sont reportés dans le
Tableau N°VI. Une diminution trés légere de la densité osseuse trabéculaire était
fréquemment observée au sein des os avec ou sans défaut osseux quelque soit le délai ; cette
diminution était plus importante au fur et a mesure au sein des os avec défaut osseux. Une
cicatrisation anormale des défauts osseux était observée dans la majorité des cas, caractérisée
par une modification de la densité trabéculaire et par un liseré d’ostéocondensation en

périphérie du défaut osseux dans un tiers des cas (Figure N°6B).

e Observations radiologiques aprés une irradiation de 45 Gy

Les résultats des examens radiologiques aprés une irradiation de 45 Gy sont reportés dans le

Tableau N°VII. Une diminution trés légere de la densité¢ osseuse trabéculaire était tres
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fréquemment observée au sein des os avec ou sans défaut osseux quelque soit le délai ; cette
diminution était plus importante au fur et & mesure au sein des os avec défaut osseux. Une
cicatrisation anormale des défauts osseux était observée dans la majorité des cas, caractérisée
par une modification de la densité¢ trabéculaire et par la présence d’un liseré

d’ostéocondensation en périphérie du défaut osseux dans la majorité des cas (Figure N°6C).

Section Examen Sacrifice (semaines)
histologique histologique 12 18 24
Sans défaut Os normal 2 (50%) 4 (66,7%) 2 (50%)

osseux Os anormal 2 (50%) 2 (33,3%) 2 (50%)
Avec défaut  Défaut non visible 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)

osseux Défaut visible 4 (100%) 6 (100%) 3 (75%)

A distance du Os normal 2 (50%) 2(66,7%) 0 (0%)
défaut osseux Os anormal 2 (50%) 4 (33,3%) 4 (100%)

Tableau N°VI : observations radiologiques apreés une irradiation de 30 Gy

Section Examen Sacrifice (semaines)
histologique histologique 12 18
Sans défaut Os normal 2 (50%) 2 (33,3%)

osseux Os anormal 2 (50%) 4 (66,7%)
Avec défaut Défaut non visible 0 (0%) 0 (0%)

osseux Défaut visible 4 “‘;?:ft)ufgm 1 6 (100%)

A distance du Os normal 1 (25%) 1 (16,6%)
défaut osseux Os anormal 3 (75%) 5(83,4%)

Tableau N°VII : observations radiologiques apreés une irradiation de 45 Gy
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Figures N°6 : radiographies rétro-alvéolaires

A — Os non irradié
Radiographie d’un tibia et d’un fémur montrant un défaut osseux cicatrisé
radiologiquement
B - Os irradié a 30 Gy
Radiographie d’un tibia et d’un fémur montrant un défaut osseux visible
C - Os irradié a 45 Gy
Radiographie d’un tibia et d’un fémur montrant un défaut osseux visible et un défaut

osseux cicatrisé radiologiquement
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3.4.2. En fonction de la dose d’irradiation

Les résultats des examens radiologiques en fonction de la dose d’irradiation sont reportés

dans le Tableau N°VIII.

Apres une irradiation de 45 Gy, les radiographies montraient une diminution un peu plus

fréquente et plus importante de la densité osseuse trabéculaire. Une cicatrisation anormale du

défaut osseux était presque systématique apres une irradiation de 30 Gy avec une modification

de la densité osseuse du défaut et la présence dans 40% des cas d’un liseré

d’ostéocondensation. Une cicatrisation anormale du défaut osseux était systématique apres

une irradiation de 45 Gy caractérisée par une modification de la densité osseuse du défaut et

par la présence dans 70% des cas d’un liseré d’ostéocondensation.

L’augmentation des doses d’irradiation augmentait le taux d’altération osseuse.

Dose d’irradiation (Gy)

Section Examen
histologique histologique 30 45
Sans défaut Os normal 8 (57,2%) 4 (40%)
osseux Os anormal 6 (42,8%) 6 (60%)
Avec défaut Défaut non visible 1(7,2%) 0 (0%)
osseux Défaut visible 13 (92,8%) 10 (100%)
A distance du Os normal 4 (28,5%) 2 (20%)
défaut osseux Os anormal 10 (71,5%) 8 (80%)

Tableau N°VIII : observations radiologiques en fonction de la dose d’irradiation
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3.4.3. En fonction du défaut osseux

Les résultats des examens radiologiques en fonction de la réalisation d’un défaut osseux

sont reportés dans le Tableau N°IX.

Une cicatrisation normale avec densité osseuse trabéculaire normale n’était observée que
dans 1 cas apres une irradiation. Les lésions radiologiques étaient 1,5 fois plus fréquentes au

sein des os avec un défaut osseux.

La réalisation des défauts osseux augmentait les 1ésions osseuses radiologiques et les

radiations ionisantes altéraient et retardaient la cicatrisation osseuse.

Défaut osseux

Section Examen
histologique histologique Sans défaut osseux Avec défaut osseux
Sans défaut Os normal 12 (50%)
osseux Os anormal 12 (50%)
Avec défaut Défaut non visible 1 (4,2%)
osseux Défaut visible 23 (95.,8%)
A distance du Os normal 6 (25%)
défaut osseux Os anormal 18 (75%)

Tableau N°IX : observations radiologiques en fonction du défaut osseux
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3.5. Observations histologiques
3.5.1. Résultats

«L’0s normal » était un os ne présentant pas de modifications ou d’altérations
histologiques. « L’0os anormal » était un os présentant des modifications histologiques, en

particulier au niveau de la moelle osseuse.

Le défaut osseux «mnon visible» correspondait a un défaut osseux cicatrisé
histologiquement « sans cicatrice » ou « trace ». Le défaut osseux « visible » correspondait a

un défaut osseux soit cicatrisé mais avec des « traces » soit non cicatrisé.

Une coupe histologique n’était pas exploitable (rat irradié a 30 Gy et euthanasié a 6 mois,

fémur gauche) en raison d’un probléme technique lors de la coloration.

e Observations histologiques sans irradiation (Figure N°7A)

Sans irradiation, I’histologie osseuse était normale, avec ou sans traumatisme. Les séquelles
des défauts osseux étaient macro et microscopiquement invisibles. La cicatrisation des défauts

osseux était caractérisée par la formation d’un os mature (Figure N°8A).

e Observations histologiques apres une irradiation de 30 Gy (Figure N°7B)

Les résultats des examens histologiques apres une irradiation de 30 Gy sont reportés dans le
Tableau N°X. Un cedéeme médullaire précoce était fréquemment observé au sein des os avec
ou sans défaut osseux (Figure N°8B1). Cet cedéme devenait un fibrocedéme a 18 semaines
apres I’irradiation. La médullaire était normale au sein des os avec ou sans défaut osseux a 24
semaines apres ’irradiation. Une cicatrisation anormale des défauts osseux était observée
dans plus de 50% des cas : une nécrose était observée au sein d’un des défauts osseux a 18
semaines apres l’irradiation ; une cicatrisation fibreuse des défauts osseux sans ossification

¢tait observée dans les autres cas (Figure N°8B2).

e Observations histologiques apreés une irradiation de 45 Gy (Figures N°7C1 et N°7C2)

Les résultats des examens histologiques apres une irradiation de 45 Gy sont reportés dans le
Tableau N°XI. Des I¢ésions histologiques étaient fréquemment observées au sein des os avec

ou sans défaut osseux aux différents délais aprés irradiation. La moelle osseuse était
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caractérisée par un cedéme ou un fibrocedéme et par une déplétion médullaire (Figure N°8C1).

Seule une cicatrisation normale avec ossification était observée au sein des défauts osseux,

Des cicatrisations inachevées étaient observées pour les 9 autres défauts osseux a 12 et 18

semaines apres I’irradiation. Dans ces cas, 1’analyse morphologique montrait un cedéme ou

une fibrose associés le plus souvent a une nécrose et sans ossification (Figure N°8C2).

Sacrifice (semaines)

Section Examen
histologique histologique 12 18 24
Sans défaut Os normal 1(25%) 2(33,3%) 4 (100%)
osseux Os anormal 3 (75%) 4 (66,7%) 0 (0%)
Avec défaut  Défaut non visible 1 (25%) 3 (50%) 1 (33,3%)
osseux Défaut visible 3 (75%) 3 (50%) 2 (66,7%)
Autour du Os normal 0 (0%) 2(33,3%) 3 (100%)
défaut osseux Os anormal 4 (100%) 4 (66,7%) 0 (0%)

Tableau N°X : observations histologiques apres une irradiation de 30 Gy

Sacrifice (semaines)

Section Examen
histologique histologique 12 18
Sans défaut Os normal 2 (50%) 3 (50%)
osseux Os anormal 2 (50%) 3 (50%)
Avec défaut Défaut non visible 0 (0%) 1 (16,7%)
osseux Défaut visible @ ;)/f)lgng’gre) 5(83,3%)
Autour du Os normal 0 (0%) 0 (0%)
défaut osseux Os anormal 4 (100%) 6 (100%)

Tableau N°XI : observations histologiques apreés une irradiation de 45 Gy
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Figures N°7 : aspects macroscopiques des os

A — Os irradié a 30 Gy
Examen macroscopique montant un défaut osseux non cicatrisé
B - Os irradiés a 45 Gy
B1- Examen macroscopique montrant un aspect de moelle totalement adipeuse et un
défaut osseux sur 6 mm
B2- Examen macroscopique montrant un aspect de moelle en partie adipeuse et un

défaut osseux non cicatrisé
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Cl C2

Figures N°8 : aspects microscopiques
A — Os non irradié
Examen histologique montrant une cicatrisation du défaut osseux constituée d’os
mature (X 100)
B — Os irradiés a 30 Gy
Examens histologiques montrant un cedéeme médullaire (1) (X 200) et une cicatrisation
fibreuse du défaut osseux (2) (x 100)
C — Os irradiés a 45 Gy
Examens histologiques montrant un cedéeme médullaire (1) (X 200) et une cicatrisation
fibreuse du défaut osseux associée a une nécrose (2) (x 100)
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3.5.2. En fonction de la dose d’irradiation

Les résultats des examens histologiques en fonction de la dose d’irradiation sont reportés

dans le Tableau N°XII.

Apres une irradiation de 45 Gy, la moelle osseuse semblait étre plus altérée. Aprés une
irradiation a 30 Gy, la moelle osseuse présentait un cedéme focal et un fibrocedéme. Aprés une
irradiation de 45 Gy, la moelle osseuse présentait un cedéme, un fibrocedéme et une déplétion.
Une cicatrisation normale ou fibreuse du défaut osseux était observée aprés une irradiation de
30 Gy. A D'opposé, une cicatrisation inachevée et une nécrose des défauts osseux étaient

observées apres une irradiation de 45 Gy.

L’augmentation des doses d’irradiation augmentait le taux d’altération osseuse.

Section Examen Dose d’irradiation (Gy)
histologique histologique 30 45
Sans défaut Os normal 7 (50%) 5 (50%)

osseux Os anormal 7 (50%) 5 (50%)
Avec défaut Défaut non visible 5(38,5%) 1 (10%)

osseux Défaut visible 8 (61,5%) 9 (90%)
Autour du Os normal 5(38,5%) 0 (0%)

défaut osseux Os anormal 8 (61,5%) 10 (100%)

Tableau N°XII : observations histologiques en fonction de la dose d’irradiation
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3.5.3. En fonction du défaut osseux

Les résultats des examens histologiques en fonction de la réalisation d’un défaut osseux

sont reportés dans le Tableau N°XIII.

Une cicatrisation normale avec ossification des défauts osseux n’était observée que dans
26% des cas apres une irradiation. Les Iésions histologiques étaient 1,6 fois plus fréquentes au

sein des os avec un défaut osseux.

La réalisation des défauts osseux augmentait les 1ésions osseuses histopathologiques et les

radiations ionisantes altéraient et retardaient la cicatrisation osseuse.

Défaut osseux

Section Examen
histologique histologique Sans défaut osseux Avec défaut osseux
Sans défaut Os normal 12 (50%)
osseux Os anormal 12 (50%)
Avee défaut Défaut non visible 6 (26%)
osseux Défaut visible 17 (74%)
Autour du défaut Os normal 5(21,75%)
osseux Os anormal 18 (78,25%)

Tableau N°XIII : observations histologiques en fonction de la réalisation d’un défaut

osseux
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4. DISCUSSION

Le premier objectif de cette ¢étude a ét¢  d’évaluer radiologiquement et
anatomopathologiquement les effets de trés fortes doses d’irradiation sur les modifications
histopathologiques et les processus de cicatrisation osseuses. Ces effets ont été¢ étudiés en
fonction de la dose d’irradiation délivrée et de la création ou non d’un défaut osseux. Le
second objectif de cette étude a été de mettre au point un nouveau modele animal d’ORN

servant de base a 1’évaluation de thérapeutiques d’ingénieries tissulaires osseuses.

Chez I’homme, les capacités compromises de cicatrisation d’un os irradié sont liées
notamment aux effets cellulaires et vasculaires des radiations ionisantes. Les ostéoblastes et
ostéoclastes sont quantitativement diminués apres la radiothérapie [46,171] ; la différenciation
terminale des ostéoblastes est quant a elle accélérée [171]. Diverses études ont montré que les
cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse sont ¢galement
quantitativement diminuées par les radiations ionisantes [51]. La sclérose et la fibrose
vasculaires sont des séquelles habituelles des radiations ionisantes [55,162,172]. La réparation
osseuse spontanée est ainsi fortement compromise et réduite dans les aires irradiées ; les
radiations ionisantes modifient la physiologie de la cicatrisation osseuse [33,46,64,171].
L’ORN constitue une des plus importantes complications de la radiothérapie, et son risque de
survenue est majoré avec le temps [67,172]. Le traitement d’une ORN étendue repose sur un
traitement chirurgical radical ; dans certains cas, une hémimandibulectomie doit étre réalisée.
De tels traitements induisent des défauts esthétiques et fonctionnels majeurs de la sphere oro-
faciale. Ces défauts osseux peuvent éventuellement €tre reconstruits par des greffes osseuses
autologues. Les lambeaux libres micro-anastomosés de fibula constituent une bonne méthode
de reconstructions fonctionnelles des défauts osseux de la cavité buccale [173]. Cependant,
les radiations ionisantes limitent le succes et les indications de ces lambeaux vascularisés
[7,9]. Elles augmentent I’incidence des pseudarthroses et la morbidité associée est élevée. De
plus, les greffes osseuses ne sont pas toujours réalisables, en particulier lorsque la qualité des
vaisseaux est altérée [7,9]. Par ailleurs, certains patients ne peuvent bénéficier de telles
interventions chirurgicales nécessitant une anesthésie générale prolongée. Les céramiques de
phosphate de calcium apparaissent depuis de nombreuses années comme une alternative

appropriée aux greffes osseuses et sont largement utilisées dans des applications
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orthopédiques, maxillo-faciales et odontologiques [15]. Ces céramiques sont des substituts
osseux synthétiques, biocompatibles, bioactifs et biodégradables présentant d’excellentes
propriétés ostéoconductrices [15]. Pour tester de telles thérapeutiques chez I’homme, il était

important de développer un modele animal d’ORN.

Lors d’une irradiation cervico-céphalique chez I’homme, le développement d’une ORN se
produit essentiellement au niveau de la mandibule. Cependant, la réalisation d’un mod¢ele
animal irradi¢é au niveau mandibulaire n’a pas été effectuée en raison des difficultés
d’application et des trés fortes doses d’irradiation souhaitées. Une radiomucite risquait
effectivement d’induire une impossibilité pour les animaux de s’alimenter [174]. Par ailleurs,
ces animaux ne peuvent pas survivre a une dose d’irradiation cérébrale supérieure a 40 Gy (le
cerveau aurait été inclus dans le champ d’irradiation mandibulaire) [33]. La petite taille des
animaux n’a pas permis de concevoir une méthode de radioprotection encéphalique et
médullaire suffisamment fiable. Nous avons ainsi développé un mod¢le d’irradiation au
niveau des membres postérieurs. L’irradiation externe a ét¢ délivrée en une unique dose de 30
ou 45 Gy. Ces doses étaient équivalentes a 120 ou 180 Gy délivrés selon un séquencage multi
fractionné. Ainsi, les doses d’irradiation délivrées étaient 2 a 3 fois celles habituellement
utilisées dans le traitement de routine des carcinomes épidermoides des VADS chez I’homme
(60 Gy délivrés de fagon multi fractionnée correspondent a une dose thérapeutique classique).
Chez ’homme, I’ORN mandibulaire est souvent associée a des facteurs prédisposant, tels que
les infections dentaires, les 1ésions parodontales ou les avulsions dentaires [72,164,167].
Ainsi, des défauts osseux ont été créées dans notre modele animal afin de reproduire un
traumatisme comme lors d’une avulsion dentaire, acte chirurgical pouvant étre a 1’origine

d’une ORN [72,167].

A notre connaissance, cette étude a été la premicre a tester de telles doses d’irradiation,
qui ont induit d’importantes séquelles osseuses, doses dépendantes et traumatismes
dépendantes. La cicatrisation des défauts osseux non irradiés était caractérisée par la
formation d’un os mature, sans modification de la densité trabéculaire, ni liseré
d’ostéocondensation. L’irradiation entrainait une diminution de la densité osseuse
trabéculaire ; une diminution de la densité radiologique lors de la cicatrisation d’un défaut
osseux était quasi systématique, excepté en périphérie ou un phénomene d’ostéocondensation
pouvait étre observé. Cependant, la réalisation de radiographies ne permettait pas de
caractériser qualitativement 1’histologie et la cicatrisation osseuses. La différence la plus

notable d’un point de vue radiologique entre les deux doses d’irradiation était la fréquence
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plus importante du phénomene d’ostéocondensation lors d’une irradiation a 45 Gy. D’un point
de vue anatomopathologique, la moelle osseuse ainsi que la cicatrisation osseuse semblaient
étre plus altérées lors d’une irradiation a 45 Gy. L’irradiation a 30 Gy induisait un cedéme ou
un fibrocedéme médullaire ainsi qu’une cicatrisation osseuse normale ou fibreuse sans
ossification. Une irradiation a 45 Gy induisait un cedéme ou un fibrocedéme ainsi qu’une
déplétion médullaire ; la cicatrisation des défauts osseux était altérée et caractérisée par de

I’cedéme et de la fibrose associés le plus souvent a une nécrose et sans ossification.

La réalisation d’un défaut osseux pouvait étre considérée comme un traumatisme
supplémentaire a I’irradiation. L’altération de la cicatrisation osseuse était localisée au sein du
défaut osseux créé et ne semblait pas s’étendre au-dela. Parallélement, la formation d’une
ostéocondensation périphérique pourrait étre considérée comme un mécanisme de défense de
I’organisme du rat; chez I’homme, des phénoménes de condensation osseuse puis de
séquestration osseuse se produisent parfois [4,5]. Nous pouvons ainsi considérer que la
création d’un défaut osseux au sein d’un os préalablement irradi¢ a 45 Gy produit un bon
modele d’ORN localisée. Un des objectifs de ce travail était également de pouvoir utiliser ce
modele animal d’ORN pour tester différentes thérapeutiques basées sur I’ingénierie tissulaire
osseuse. De nouvelles technologies sont développées pour la réparation et la reconstruction
osseuses, associant des cellules de moelle osseuse a des biomatériaux [19,118]. De
précédentes études ont montré que les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle
osseuse pouvaient étre associées et cultivées sur des biomatériaux ; elles menaient a une
différenciation ostéoblastique sous conditions ostéogéniques et procuraient des propriétés
ostéoconductrices aux biomatériaux apres implantation in vivo [52,152]. Ces matéraiux
hybrides formés servent pour I’ingénierie tissulaire osseuse. Les défauts osseux réalisés dans
cette ¢étude sont appropriés pour I’implantation de substituts osseux synthétiques [175].
L’utilisation d’une race de rates consanguines (Lewis 1A-haplotype RTI?) permet la
réalisation de greffes de cellules de moelle osseuse ; en effet, ces animaux présentent la
propriét¢ de pouvoir recevoir une allogreffe de moelle osseuse se comportant
immunologiquement comme une autogreffe, ce qui exclue le risque de « Graft Versus Host
Disease » (GVHD ou maladie du greffon contre 1’hdte); aucun traitement
immunosuppresseur n’est nécessaire lors de 'utilisation de ce modele de rat [176]. Ainsi, le
développement de ce modele apparait parfaitement fiable et adapté pour évaluer les nouvelles
thérapeutiques d’ingénieries tissulaires osseuses, en particulier dans le cas de tissu osseux a

faible trophicité comme 1’0s séquellaire d’irradiation.

95



5. CONCLUSION

Cette ¢étude avait pour objectif d’évaluer d’un point de vue fondamental les
caractéristiques anatomopathologiques et radiologiques de 1’os irradi¢ et de la cicatrisation en

terrain irradié.

Les résultats obtenus dans cette ¢tude permettent de mieux caractériser les changements
radiologiques et surtout histologiques liés a une irradiation osseuse ainsi que la cicatrisation
de ces défauts osseux. Les résultats confortent également des données déja acquises : la

radiothérapie altére et retarde la cicatrisation osseuse.

Le modé¢le animal irradié a 45 Gy au niveau de ses membres postérieurs et ayant subi un
traumatisme osseux peut étre considéré comme un modele animal fiable d’ORN localisée et

permettant de tester les thérapeutiques d’ingénieries tissulaires osseuses.

Le mode¢le animal de perte de substance osseuse préalablement irradiée mis a profit dans
cette premiere partie se révele également séduisant pour évaluer 1’apport de biomatériaux
dans les processus de cicatrisation et reconstruction osseuses en territoire irradi¢. Ce modéle

permet en effet d’envisager la variation de multiples parameétres :

- soit liés a I’irradiation : a différentes doses (thérapeutiques ou supra-thérapeutiques) et

a différents temps opératoires (préopératoires ou post-opératoires)...
- soit liés au matériau : injectable, non injectable (granules, blocs) ...
- soit liés a une association de cellules : moelle osseuse totale ou sélection de cellules.

Les doses d’irradiation utilisées dans cette premiere €tude constituent des doses
supra-thérapeutiques a celles délivrées chez 1’homme pour le traitement des carcinomes
¢pidermoides des VADS. Le développement d’un tel modele animal permet de nouvelles

perspectives et notamment de tester diverses thérapeutiques d’ingénieries tissulaires osseuses.

La reconstruction osseuse par I’implantation de 1’association d’un biomatériau injectable
et d’une greffe de moelle osseuse totale a été¢ évaluée en territoire irradié a des doses

d’irradiation thérapeutique.
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II1. TROISIEME PARTIE :

ETUDE DE L’ASSOCIATION IBS - MOELLE OSSEUSE

IMPLANTEE EN SITE OSSEUX APRES IRRADIATION
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1. CONTEXTE D’ETUDE

Le traitement de la plupart des carcinomes épidermoides des VADS nécessite un
traitement chirurgical associé a une irradiation post-chirurgicale ; ces traitements produisent
souvent des défauts esthétiques et fonctionnels majeurs au niveau de la sphére oro-faciale
[28,162]. Une chirurgie d’exérese est parfois également nécessaire pour réséquer une récidive
tumorale survenant en territoire préalablement irradi€¢ ou pour traiter une ostéoradionécrose

[72].

La chirurgie reconstructrice s’est largement développée ces dernieéres années; de
nombreuses techniques de reconstruction peuvent étre utilisées apres résection chirurgicale
[6,81]. Les lambeaux libres micro-anastomosés de fibula sont préconisés pour les
reconstructions fonctionnelles de la cavité orale et sont parfaitement adaptés pour les
reconstructions mandibulaires [173]. Cependant, I’utilisation de greffes osseuses autologues
contraint a 1’utilisation d’un site de prélévement supplémentaire, & une anesthésie générale
prolongée et augmente ainsi la morbidité pour le patient. Par ailleurs, la radiothérapie produit
des effets secondaires irréversibles au niveau de 1’os, impliquant une altération de ses
propriétés de réparation, des complications infectieuses, des retards de cicatrisation ou encore
des ostéoradionécroses [172] ; ainsi, les radiations ionisantes limitent le succes des lambeaux

vascularisés [7,9] et de nombreux patients ne peuvent bénéficier de tels traitements.

Les objectifs thérapeutiques sont ainsi de trouver des alternatives aux greffes osseuses
autogeénes. En terrain préalablement irradié, peu d’études ont évalué la réparation osseuse a
I’aide de substituts osseux synthétiques. Les phosphates de calcium biphasés (BCP) sont des
substituts osseux synthétiques largement utilisés dans des applications orthopédiques,
maxillo-faciales et odontologiques ; ce sont des matériaux biocompatibles, bioactifs et

biodégradables présentant d’excellentes propriétés ostéoconductrices [15].

Cette étude a fait suite a une précédente expérimentation réalisée dans le laboratoire par
O. Malard et Coll. [19,169]; elle a évalué la réparation osseuse chez le rat, en terrain

préalablement irradié, a 1’aide d’une association de granules de BCP et d’une greffe de moelle
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osseuse totale. Les résultats de cette ¢tude ont été trés encourageants [19,169]. Nous avons
ainsi souhaité poursuivre les travaux de recherche en évaluant un nouveau biomatériau :
I’IBS, qui est injectable et qui a donc la particularité¢ de parfaitement se mouler au défaut
osseux créé. Ce matériau a été¢ développé pour permettre une chirurgie moins invasive [104-
106], propriété particulierement intéressante en territoire irradié. L’IBS consiste en une
association de granules de BCP et d’un polymere cellulosique [104-107] ; il présente des
propriétés ostéoconductrices supérieures a celles de céramiques macroporeuses

[105,106,110].

L’objectif principal de cette étude a été ainsi de déterminer I’influence sur la réparation
osseuse de greffes de moelle osseuse associées a un biomatériau injectable, I’'IBS, comme
substitut osseux dans un os préalablement irradié. Le modéle animal présenté dans 1’étude

précédente a ainsi été choisi en utilisant une irradiation a dose thérapeutique.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Préparation du matériau
2.1.1. Préparation de ’IBS (Injectable Bone Substitute)
2.1.1.1. Généralités

Le matériau de substitution osseuse utilis¢ dans cette étude était 1’Injectable Bone

Substitute (IBS) fourni par la société Biomatlante (Vigneux de Bretagne, France).

2.1.1.2. Composition

L’IBS est un matériau de comblement osseux qui associe une phase minérale sous forme
de grains de phosphate de calcium biphasé (BCP, Biomatlante, Vigneux de Bretagne, France)
(50%) a une phase vectrice organique d’Hydroxy-Propyl-Methyl-Cellulose (Benecel®,
Aqualon-Hercules, France) (50%).

» La phase minérale

La phase minérale est constituée de granules de BCP associant 60% d’Hydroxyapatite a
40% de phosphate [ tricalcique. La granulométrie utilisée dans cette étude était de 40 a 80 um

de diametre habituellement utilisée pour les applications en Odontologie (lot 0901).

> La phase vectrice

La phase vectrice, ou solution aqueuse de polymére, est constituée d’une solution
visqueuse d’Hydroxy-Propyl-Methyl-Cellulose (HPMC) a 3% dans une solution
physiologique isotonique (lot OH30012N11-230403-3).

2.1.2. Stérilisation de I’IBS

Le biomatériau €tait conditionné en seringues a usage unique, prétes a I’emploi, stérilisées a

121°C pendant 20 minutes et emballées en sachet hermétiquement clos.
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2.2. Animaux

Vingt-sept rates consanguines de souche Lewis Al-haplotype RT1® (Centre d’élevage
R. Janvier, Le Genest St. Isle, France) ont été utilisées. Les animaux agés de 8 semaines et
d’un poids >225 grammes ont été acclimatés pendant une semaine avant le début de
I’expérimentation. L’ensemble de I’expérimentation animale a ét¢ mené au sein de 1’unité

thérapeutique expérimentale de la Faculté de Médecine de Nantes (UTE, IFR 26).

Les rates ont été placées dans des cages standards dans un local a température constante
de 21°C et soumis a des cycles de 12/12h d’éclairage-obscurité. Les animaux ont été

alimentés avec une nourriture de laboratoire standard et ont recu de 1’eau ad libitum.

La stabulation des rates et 1’expérimentation ont été¢ conduites dans le respect de la
directive européenne réglementant la conduite des expérimentations animales (directive

européenne n°86/609/CEE).

2.3. Expérimentation

2.3.1. Séparation des animaux

Les animaux ont été séparés en trois groupes :
- Groupe N°I : 3 rates donneuses de moelle osseuse.
- Groupe N°2 : 12 rates irradiées.

- Groupe N°3 : 12 rates contrdles (non irradiées).

2.3.2. Procédure d’irradiation

2.3.2.1. Généralités

L’irradiation externe des animaux a également été effectuée au Centre Régional de la
Ligue Contre le Cancer (CRLCC René Gauducheau, Nantes, France) sur le méme irradiateur

que dans la précédente étude.
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2.3.2.2. Réalisation pratique

L’irradiation externe a concerné les 12 animaux du groupe N°2. Elle a été réalisée a JO

sous anesthésie générale. Les animaux non irradiés n’ont pas été anesthésiés.

La procédure pratique de I’irradiation externe était la méme que dans la précédente étude.
Les rates ont été placées sous le champ d’irradiation par groupe de 6. La source de Cobalt 60
a été placée a 60 cm des animaux. La dose d’irradiation souhaitée était de 15 Gy. Le calcul du
temps d’exposition nécessaire a la dose d’irradiation souhaitée a été effectué par le service de
biophysique du CRLCC. Elle a été délivrée selon un fractionnement d’une unidose de 15 Gy
et I’exposition nécessaire pour 1’obtention de cette dose a été calculée a 19 minutes le jour de

I’irradiation.

2.3.3. Procédure chirurgicale et implantation

2.3.3.1. Généralités et répartition des implants

La réalisation de défauts osseux et I’implantation ont été effectuées trois semaines apres
I’irradiation (J21). Elles ont concerné les rates des groupes N°2 et N°3, soit chez 24 des 28
animaux inclus dans cette ¢tude (96 défauts osseux, 48 en terrain non irradi€, 48 en terrain

irradié).

Quatre conditions ont été¢ évaluées sur chacun des 2 groupes : défauts osseux non
comblés et servant de groupe témoin, défauts osseux comblés soit par de la moelle osseuse
seule, soit par de I'IBS seul, soit par 1’association de moelle osseuse et d’IBS. Les

comblements ont été effectués jusqu’a la corticale externe des défauts osseux créées.

Un animal du groupe N°1 a été utilis€ pour obtenir la moelle osseuse nécessaire au
myé¢logramme et a la numération médullaire, les deux autres ont quant a eux servi a
I’obtention de la moelle osseuse nécessaire aux comblements. Ces animaux n’ont été ni

irradiés, ni implantés.

La répartition des animaux et des comblements est rapportée dans le Tableau N°XIV.
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Groupe | Rate o Implantation
N® N° frradiation Fémur droit Tibia droit | Fémur gauche | Tibia gauche
g g

1 Irradiée MO IBS MO + IBS Témoin
2 Irradiée IBS MO + IBS Témoin MO
3 Irradiée MO + IBS Témoin MO IBS
4 Irradiée Témoin MO IBS MO + IBS
5 Irradiée MO IBS MO + IBS Témoin
6 Irradiée IBS MO + IBS Témoin MO

: 7 Irradiée MO + IBS Témoin MO IBS
8 Irradiée Témoin MO IBS MO + IBS
9 Irradiée MO IBS MO + IBS Témoin
10 Irradiée IBS MO + IBS Témoin MO
11 Irradiée MO + IBS Témoin MO IBS
12 Irradiée Témoin MO IBS MO +IBS
13 Non irradiée MO IBS MO + IBS Témoin
14 Non irradiée IBS MO + IBS Témoin MO
15 Non irradiée MO + IBS Témoin MO IBS
16 Non irradiée Témoin MO IBS MO +IBS
17 Non irradiée MO IBS MO + IBS Témoin
18 Non irradiée IBS MO + IBS Témoin MO

3 19 Non irradiée MO + IBS Témoin MO IBS
20 Non irradiée Témoin MO IBS MO +IBS
21 Non irradiée MO IBS MO + IBS Témoin
22 Non irradiée IBS MO + IBS Témoin MO
23 Non irradiée MO + IBS Témoin MO IBS
24 Non irradiée Témoin MO IBS MO + IBS
25 Non irradiée Donneuse de moelle osseuse

1 26 Non irradiée Donneuse de moelle osseuse
27 Non irradiée Donneuse de moelle osseuse

Tableau N°XIV : répartition des animaux et des sites d’implantation
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2.3.3.2. Prélevement de la moelle osseuse

Le prélévement de moelle osseuse a été effectué¢ sur les animaux du groupe N°1
spécialement désignés comme donneurs de moelle osseuse. Ce prélévement a été réalisé sous
anesthésie générale. L’induction anesthésique a ét¢ réalisée en chambre close par inhalation
d’isofluorane (Foréne®, laboratoire Abott, Rungis, France) a 3%, puis entretenue par la

poursuite de I’inhalation au masque a une concentration de 1,5 a 2%.

Le prélévement de moelle osseuse a été effectué selon la séquence suivante :
g o : s : o o i n®
- rasage des membres inférieurs, désinfection cutanée a la polyvidone iodée (Bétadine ",

Astra Médica, Mérignac, France),
- dissection et prélévement de chaque fémur en condition d’asepsie chirurgicale,
- section du fiit aux extrémités épiphysaires distale et proximale,

- recueil extemporané du contenu médullaire : instillation de 1ml de sérum
physiologique dans I’extrémité proximale du flt et recueil du contenu a 1’extrémité

opposée déclive par entrainement,

- injection de la moelle osseuse obtenue dans un tube hépariné Vénoject I (Terumo

Europe, Louvain, Belgique),

- euthanasie des animaux par injection létale intra-péritonéale de barbiturique rapide

200 mg de Thiopental sodique, Nesdona1®, Rhoéne-Mérieux, Lyon, France).
g P q y

Deux ml de moelle osseuse ont été conservés pour effectuer un comptage de la population
cellulaire en présence: les cellules ont été centrifugées (1500 tours/minutes pendant
10 minutes a 20°C) puis comptées sur cellule de Malassez, permettant de déterminer la

numération médullaire. Les résultats ont été exprimés en nombre de cellules/mm?’.

Deux ml de moelle osseuse ont ét€¢ conservés pour effectuer un étalement sur lame par
frottis afin d’exécuter une étude cytologique du myélogramme permettant de connaitre la
formule médullaire (Dr Garand, laboratoire d’Hématologie, Institut de Biologie, CHU de
Nantes, France). Les résultats ont ét¢ exprimés en pourcentage de cellules correspondant a

chaque type cellulaire.
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Deux ml de moelle osseuse ont été utilisés pour effectuer les comblements de moelle
osseuse seule. Deux ml de moelle osseuse ont été utilisés pour effectuer les comblements
associant moelle osseuse et IBS. Le mélange MO + IBS a été réalis¢ a I’intérieur du tube

hépariné Vénoject II selon un volume ratio de 1/1.

2.3.3.3. Création des défauts osseux et implantation

Trois semaines apres la procédure d’irradiation (J21), la procédure chirurgicale a été
réalisée sur tous les animaux, irradiés et non irradiés (groupes N°2 et N°3). Cette procédure a
¢été effectuée de facon concomitante avec le prélévement de moelle osseuse, sous anesthésie
générale. La procédure chirurgicale a été réalisée selon le méme protocole opératoire que dans
I’é¢tude précédente. La création des défauts osseux et I’implantation ont été réalisées des deux

cotés (Figures N°9A).

Une partie des défauts osseux a servi de groupe témoin (défauts osseux non comblés

(Figure N°9C)). Les autres défauts osseux ont été¢ comblés par :
- de la moelle osseuse seule, ou
- de I’IBS seul (Figure N°9B), ou

- d’une association IBS et moelle osseuse.

Le comblement des défauts s’est effectué¢ de la profondeur a la superficie jusqu’a la

corticale externe (répartition exposée dans le Tableau N°XIV).

2.3.3.4. Stabulation

La stabulation des animaux a été identique a celle de I’étude précédente.
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Figures N°9 : création des défauts osseux et implantation

A - Création d’un défaut osseux en site fémoral chez le rat
B - Implantation a I’IBS d’un défaut osseux en site fémoral chez le rat

C - Explant d’un tibia irradié témoin
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2.3.4. Euthanasie et prélévement des échantillons

A trois semaines de I’implantation et six semaines de I’irradiation (J42), les 24 rates

(groupes N°2 et N°3) ont été euthanasiées de la méme facon que dans 1’étude précédente.

Aprés désinfection cutanée a la polyvidone iodée (Bétadine®, Astra Médica, Mérignac,
France), le prélévement des fémurs droits et gauches et des tibias droits et gauches a été
effectué a I’aide d’une instrumentation stérile. Les pi¢ces osseuses ont ét¢ directement placées
dans un milieu fixateur composé de para formaldé¢hyde a 4% dans un tampon phosphate (PBS,

Seromed, Berlin, Allemagne) pendant 72 heures.

2.3.5. Synthese de I’expérimentation

La chronologie irradiation-implantation-explantation est rappelée dans la Figure N°10.

Irr. Non irr.

Implantation IBS seul n=12 n=12

Irradiation Implantation moelle osseuse seule n=12 n=12
12 rates /

. Sacrifice et explantation
Contréles non irradiés Implantation moelle osseuse et IBS n=12 n=12
12 rates
Controles non implantés n=12 n=12
+—> —>
3 semaines 3 semaines

Figure N°10 : résumé du déroulement chronologique de I’expérimentation
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2.4. Etude des explants
2.4.1. Préparation des échantillons

2.4.1.1. Inclusion dans une résine de Méthyl-Méthacrylate

e Généralités
Tous les prélévements ont été¢ inclus sans décalcification dans une résine Méthyl-
Meéthacrylate (MMA) (Osi Produits Chimiques, Saint-Quentin Fallavier, France) destinée a

deux techniques différentes : colorations histo-morphométriques (Solochrome-Cyanine R) et

¢tude en Microscopie Electronique a Balayage (MEB).

e Technique de I’inclusion (Annexe N°2)

Apres une période de 72 heures, les 4 explants obtenus sur chacun des 24 animaux

(96 échantillons) ont été préparés.

La déshydratation a ¢été réalisée par passages successifs dans 5 bains d’éthanol de degré
croissant (70, 80, 90, 95 puis 100°). La durée de s¢jour dans chaque bain a été d’% d’heure et

deux bains successifs a 100° ont été réalisés.

Une résine acrylique (Méthyl-Méthacrylate purifié (PMMA)) a ¢été utilisée pour
I’imprégnation des échantillons. Les échantillons ont ét¢ imprégnés dans un premier temps
dans un bain de 50% d’alcool a 100° et de 50% de PMMA pendant 24 heures a 4°C, puis dans
un second temps dans un bain de PMMA pur pendant 24 heures a 4°C.

L’inclusion des échantillons a été réalisée par deux étapes successives.

- La premiere étape a consisté a placer les échantillons au centre de flacons en verre
remplis d’une solution de 90% de PMMA, de 10% de dibutylphtalate et de 1% de
Peroxyde de Benzoyle (Merck Produits Chimiques, Darmstadt, Allemagne). Ces

flacons ont été placés dans une cloche a vide pendant 2 heures, a 4°C.

- La seconde étape a consisté a placer les échantillons dans une solution de PMMA
initiée par du N,N diméthyl-p-toluidine, selon un ratio de 10ul de N,N diméthyl-p-
toluidine par ml de solution de PMMA. Les flacons en verre ont été¢ fermés
hermétiquement et immergés dans un cristallisoir rempli d’alcool a 70°. L’ensemble a
été placé a —20°C pendant 24 heures. La polymérisation s’est poursuivie a température

ambiante pendant 48 heures avant 1’exploitation des échantillons inclus.
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2.4.1.2. Coupe des échantillons

Les échantillons ont été coupés selon leur sens transversal a 1’aide d’un disque diamanté
(Hyperflex 220, réf. 940, Komet®, France) de fagon a obtenir des blocs centrés juste avant la

zone implantée.

Des coupes de 15 um d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide d’un microtome tissus durs
(Reichert-Jung Supercut 2050, Cambridge instruments GmbH, Allemagne) jusqu’au milieu de

la zone implantée sur chaque échantillon.

La partie résiduelle de 1’échantillon a été utilisée pour 1’analyse au MEB.

2.4.2. Colorations et étude histologique

L’¢étude histomorphométrique a été réalisée sur microscope photonique apres coloration

des coupes de 15 um au Solochrome-Cyanine R (coloration décrite en Annexe N°3).

Une fois colorées, les coupes ont ét¢ montées entre lames et lamelle avec une ou deux
gouttes de toluéne a 1’aide d’une colle de montage Eukitt (Labo Nord, Villeneuve d’Asq,

France) et ont été¢ examinées au microscope photonique (Olympus BH2, Japon).

Les observations histologiques ont été effectuées afin de déterminer les interactions entre

I’0s et le matériau et la morphologie de la néoformation osseuse.

2.4.3. MEB et analyse d’image
2.4.3.1. Le polissage des échantillons

Les surfaces des coupes résiduelles ont été polies a I’aide de disques abrasifs de rugosité

décroissante (grains 800, 1200, 2500 et 4000) sur polisseuse DP 10 (Struers, France), a

125 tr/mn sous irrigation d’eau.
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2.4.3.2. La métallisation des échantillons

La surface polie des blocs a été métallisée avec de I’or-palladium & 1,5.10" Torr sous une
tension de 20 mA pendant 3,5 minutes a I’aide d’un métalliseur (Emscope AE 1230, Ashford,
Angleterre).

La métallisation a pour but de recouvrir I’échantillon d’une fine couche d’un métal (5 a
6 nm d’épaisseur) de mani¢re a le rendre conducteur et éviter son échauffement par la
pénétration des €lectrons lors de 1’analyse en MEB. Les atomes de ’alliage conducteur d’or et
de palladium ont été arrachés par le bombardement des ions positifs du gaz argon et se sont

donc déposés sur I’anode (représentée par 1’échantillon).

2.4.3.3. Acquisition des images

Les échantillons ont été analysés a 1’aide d’'un MEB (Leo 1450 VP, Zeiss, Allemagne).
Les échantillons ont été fixés sur le porte-objet par des pastilles collantes et un enregistrement

de I’image de chaque échantillon a été effectu¢ avec un grossissement de 20.

2.4.3.4. Analyse d’image

L’acquisition des données a été couplée a un logiciel d’analyse d’images (Leica
microsytem imaging solution, Angleterre) Cette analyse d’image, basée sur une méthode de
seuillage semi-quantitatif du niveau de gris, imposait un contraste suffisant entre le
biomatériau, les espaces vides de tissus non minéralisés et 1’0s. L’analyse de nos échantillons
a été restreinte a la zone implantée. L’image obtenue a permis de distinguer les granules de
BCP qui apparaissent en blanc, ’os néoformé en gris, les espaces vides et tissus non

minéralisés en noir.
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2.4.3.5. Parameétres mesurés

L’étude en microscopie électronique a balayage a permis une observation qualitative ultra
structurale des explants, en particulier de I’interface entre I’os néoformé et les granules de
BCP. Une étude quantitative basée sur I’analyse d’image semi-automatisée a ét€ menée pour

quantifier la formation de I’os de repousse et la résorption des granules de BCP.

Grace au logiciel utilisé et au programme spécialement développé pour ce type d’études,

I’analyse d’image a permis de mesurer les parametres suivants :

- surface occupée par le biomatériau,
- surface occupée par 1’os néoformé,
- surface occupée par les tissus non minéralisés,

- et surface totale analysée.

. , “ 2 . ror r
Ces valeurs, exprimées en unités de surface (mm®), ont ensuite été rapportées en

pourcentage de la surface totale.

2.4.3.6. Analyse statistique

Une analyse de variance (ANOVA) avec une comparaison multiple de moyennes (PLSD
de Fisher) a été utilisée pour comparer la repousse osseuse en fonction des différentes
conditions. Ce méme test a ét¢ utilisé pour comparer la résorption des granules de BCP. Une
différence a été considérée comme statistiquement significative pour une valeur p inférieure a

0,05.
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3. RESULTATS

3.1. Techniques d’irradiation et d’implantation

Il n’y a pas eu a déplorer de décés post-radique ou post-opératoire des animaux dans cette

expérimentation.

I n’y a pas eu non plus a déplorer de déces lié¢ a I’anesthésie.

La procédure d’irradiation externe s’est déroulée sans difficulté particuli¢re. La tolérance
immédiate puis jusqu’a I’explantation a été bonne. Il n’y a pas eu d’incidents liés aux
radiations ionisantes, en dehors des effets habituels (type radiodermite cutanée régressive).
Aucun traitement spécifique n’a été nécessaire pour la prise en charge des effets secondaires

de cette irradiation.

Aucune infection n’a été constatée apres la chirurgie des animaux, ni méme chez ceux
préalablement irradiés. Il n’y a pas eu par ailleurs de manifestation de type Graft Versus Host

Disease (GVHD) apres la mise en place des greffes de moelle osseuse inter-individuelles.
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3.2. Recueil et analyse de la moelle osseuse

Le recueil de la moelle osseuse s’est révélé simple.

La numération cytologique sur cellule de Malassez a montré que la population cellulaire

3

était de 51.10° cellules médullaires/mm>. Les résultats montrent la conformité des

my¢logrammes des moelles osseuses prélevées avec les données publiées [177].

La formule médullaire est rapportée dans le Tableau N°XV.

Lignée
Lignée granulocytaire _
érythroblastique
=
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= = Q o) = o 2 50
‘e = > ~ e 83 3
E |2 | § ~
o S =
— O
- =
LS | 1,5 4 75 | 20 1,5 15 2 | 31,5 0 7

Tableau N°XV : analyse cytologique du myélogramme de la moelle osseuse recueillie et

implantée (résultats exprimés en pourcentage par type cellulaire)
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3.3. [Etude histologique

L’analyse histologique a montré des résultats variables en fonction du comblement

effectué et de la présence ou non d’une irradiation préalable.

Une néoformation osseuse a été observée au sein des défauts en quantité variable, excepté
pour le groupe témoin (sans implantation) préalablement irradié¢ dont les pertes de substances

observées étaient vierges de néoformation osseuse.

Dans le groupe témoin non irradié, des travées osseuses issues de la profondeur du défaut

¢taient nettement individualisables, mais en petite quantité.

Dans le groupe non irradi¢ et implanté avec de 1’IBS, seul ou en association avec une
greffe de moelle osseuse, une néoformation osseuse €tait visible a partir des berges de la perte

de substance, en périphérie des granules ainsi qu’au contact de ces granules (Figure N°11A).

L’apport d’une greffe de moelle osseuse seule dans le groupe irradié a permis d’observer
quelques rares travées osseuses, issues de la profondeur de la perte de substance mais ne

parvenant pas jusqu’a la berge corticale du défaut.

Dans le groupe implanté avec de I’IBS seul et préalablement irradié, de trés rares travées
osseuses ¢taient présentes et étaient issues de la profondeur de la perte de substance. Elles

n’¢taient située que rarement en périphérie ou au contact des granules.

Dans le groupe de rats irradiés et dont I’implantation était de I’IBS associé a une greffe de
moelle osseuse, une néoformation osseuse était visible a partir des berges de la perte de

substance, en périphérie des granules ainsi qu’au contact de ces granules.

Au sein des groupes non irradiés, quelque soit 1’implantation réalisée ou 1’absence
d’implantation, il n’y avait pas de processus fibreux visible a leur niveau ni de prolifération

cellulaire inflammatoire.
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Au sein des groupes irradiés, un processus fibreux plus ou moins important et plus ou
moins permanent était visible au sein des pertes de substance. Dans le groupe implanté avec
de I’IBS seul en territoire irradié, une sorte d’encapsulation fibreuse de I’IBS était présente et
le peu d’os néoformé ne présentait que rarement un contact direct avec les granules de BCP
(Figure N°11B). Seul le groupe dont I’IBS ¢tait associé a une greffe de moelle osseuse n’a
présenté que trés rarement et treés partiellement ce phénomeéne de fibrose ; par ailleurs 1’os de

repousse €tait en contact direct avec les granules de BCP.

Figures N°11 : colorations Solochrome-Cyanine R

A - Echantillon avec perte de substance implantée par de I’IBS seul en I’absence
d’irradiation préalable : formation osseuse trabéculaire en périphérie du défaut
implanté et dans les espaces profonds du défaut (* : granules de BCP)

B - Echantillon avec perte de substance implantée par de I’IBS seul aprés irradiation
préalable : aspect d’encapsulation fibreuse des granules de BCP (* : granules de BCP)
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3.4. L’observation en Microscopie Electronique a Balayage
3.4.1. Etude de la repousse osseuse

3.4.1.1. Etude qualitative

Une néoformation osseuse centripete a ét€¢ observée au niveau des défauts osseux témoins
non irradiés (Figure N°12A). Aucune néoformation osseuse n’a été¢ observée dans les osseux

témoins préalablement irradiés (Figure N°12B).

Les observations effectuées de I’interface os-matériau corroboraient les observations
portées en microscopie photonique. Dans les défauts osseux irradiés et implantés avec de
I’IBS seul, aucune néoformation osseuse n’a été observée ; par ailleurs, un liseré noir a été
observé entre les granules de BCP et la périphérie de la zone implantée (Figure N°12C) ; ce
liseré noir était constitué de tissu non minéralisé. Un contact intime a été¢ observé entre les
granules de BCP et I’os néoformé dans les défauts osseux non irradiés implantés avec de
I’IBS seul ou de I'IBS associé avec une greffe de moelle osseuse ; ce contact intime était
¢galement observé dans les défauts osseux préalablement irradiés lorsque 1’IBS était associé a
une greffe de moelle osseuse (Figure N°12D) ; les observations ont montré que I’os néoformé

poussait au contact des granules de BCP mais également dans les espaces inter-granulaires.
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C D

Figures N°12 : défauts osseux en MEB (bar =200 pm)

A — Echantillon témoin en I’absence d’irradiation préalable : l1a néoformation osseuse est
peu abondante mais nettement observée au niveau de la perte de substance effectuée

B - Echantillon témoin aprés irradiation préalable : absence de néoformation osseuse
individualisable au sein de la perte de substance

C — Echantillon avec perte de substance implantée par de I’IBS seul apres irradiation :
la néoformation osseuse est faible, il n’y a pas de contact entre les particules de BCP et
la périphérie du défaut osseux

D — Echantillon avec perte de substance implantée par de I’IBS associé a des cellules de

moelle osseuse aprés irradiation : la néoformation osseuse est plus abondante, un
contact intime est observé entre I’os et les particules de BCP
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3.4.1.2. Etude quantitative

La quantit¢ d’os néoformé était de 8,59% =+ 8,25 dans les défauts osseux témoins en
terrain non irradié, et de 3,15% =+ 3,28 en terrain irradié.

La quantité d’os néoformé était de 20,93% + 10,50 apres implantation par I’IBS seul en
terrain non irradié, et de 6,9% =+ 9,27 en terrain irradié.

La quantité d’os néoformé était de 14,41% + 11,15 aprés implantation par une greffe de
moelle osseuse seule en terrain non irradié, et de 12,47% + 14,49 en terrain irradié.

La quantité d’os néoformé était de 20,93% =+ 8,34 apreés implantation par une greffe de

moelle osseuse associé a I’IBS en terrain non irradié, et de 14,29% + 17,13 en terrain irradié.

Les résultats quantitatifs et statistiques de la repousse osseuse sont rapportés dans les

Tableaux N°XVI, XVII et XVIII et les Figures N°13, 14 et 15.

Valeur de p

Témoin MO seule IBS IBS + MO

Irradiés - non irradiés | 0,185 ns 0,695 ns 0,003 S 0,158 ns

Tableau N°XVI : résultats des tests statistiques de la repousse osseuse en fonction de

Pirradiation
% d’os néoformé
40
*

30 m— =
20
) ﬁl\ B

0

Témoin Moelle osseuse IBS Moelle osseuse - IBS

Figure N°13 : repousse osseuse exprimée en pourcentage d’os néoformé dans les défauts
osseux non irradiés (colonnes noires) et irradiés (colonnes blanches) en fonction des

comblements effectués (* : p <0,01)
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Valeur de p

Défauts irradiés Défauts non irradiés
Témoin — IBS 0,345 ns 0,010 S
Témoin — IBS + MO 0,008 S 0,010 ]
Témoin - MO seule 0,025 S 0,243 ns
IBS - IBS + MO 0,109 ns 1 ns
IBS - MO seule 0,225 ns 0,191 ns
IBS + MO — MO seule 0,698 ns 0,191 ns

Tableau N°XVII : résultats des tests statistiques de la repousse osseuse en fonction du

type de comblement effectué

% d’os néoformé

35
30 _—
25 T

‘_
| ¥

15
10

Témoin Moelle osseuse IBS Moelle osseuse - IBS

Figure N°14 : repousse osseuse exprimée en pourcentage d’os néoformé dans les défauts

osseux non irradiés (* : p <0,01 versus Témoin)

% d’os néoformé

35 e *
30
25 T
20
15 T
10
I_T_I
Témoin Moelle osseuse IBS Moelle osseuse - IBS

Figure N°15 : repousse osseuse exprimée en pourcentage d’os néoformé dans les défauts

osseux irradiés (* : p < 0,01 versus Témoin, ** : p < 0,05 versus Témoin)
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Valeur de p
Témoin non irradié — IBS + MO irradié 0,226 ns
MO non irradié — IBS + MO irradié 0,979 ns
IBS non irradié — IBS + MO irradié 0,158 ns
IBS + MO non irradié — IBS + MO irradié 0,158 ns

Tableau N°XVIII : résultats des tests statistiques de la repousse osseuse en fonction de

I’apport de moelle osseuse

L’association d’une greffe de MO a I’IBS en territoire irradié permet 1’obtention d’une
néoformation osseuse €quivalente a celle obtenue en territoire non irradié implanté avec de

I’IBS seul.

3.4.2. Etude de la dégradation du matériau
3.4.2.1. Généralités

La quantité de granules de BCP restant était de 13,11% =+ 5,80 apreés implantation par

I’IBS seul en terrain non irradié, et de 17,81% =+ 8,97 en terrain irradié.

La quantité de granules de BCP restant était de 8,49% + 6,38 apreés implantation par une
greffe de moelle osseuse associé a I’IBS en terrain non irradié, et de 5,85% + 10,53 en terrain
irradié.

Les résultats quantitatifs et statistiques de la résorption du biomatériau sont rapportés dans

les Tableaux N°XIX et XX et les Figures N°16 et 17.

3.4.2.2. En fonction de I’irradiation

Le pourcentage de BCP restant n’était pas différent entre les rats irradiés et les rats non
irradiés, que ce soit avec I’IBS seul (p = 0,13) ou I’IBS associ¢ avec une greffe de moelle

osseuse (p = 0,4) (Tableau N°XIX et Figure N°16).
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Valeur de p

IBS IBS + MO

Irradiés - non irradiés 0,13 ns 0.4 ns

Tableau N°XIX : dégradation de la céramique de BCP en fonction de I’existence d’une

irradiation

% BCP restant
30

25

20

15 T T

10 1

IBS IBS + MO

Figure N°16 : dégradation de la céramique dans les défauts osseux non irradiés
(colonnes noires) et irradiés (colonnes blanches) en fonction de ’existence d’une
irradiation préalable. Les résultats sont exprimés en % de BCP restant dans la surface

implantée

3.4.2.3. En fonction de la greffe de moelle osseuse

Le pourcentage de BCP restant était significativement plus faible lorsque I’'IBS était
associ¢ a une greffe de moelle osseuse chez les rats irradiés (p < 0,01). Il n’y avait pas de
différence significative dans le taux de dégradation de BCP lorsque I’IBS était associé a une

greffe de moelle osseuse chez les rats non irradiés (p = 0,14) (Tableau N°XX et Figure N°17).
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Valeur de p

IBS non irradié — IBS + MO non irradié

0,146

ns

IBS irradié — IBS + MO irradié

0,0001

Tableau N°XX : dégradation de la céramique de BCP en fonction de I’association d’une

greffe de moelle osseuse

% BCP restant

30

25

20

15

10

Irradié

Non irradié

Figure N°17 : dégradation de la céramique en fonction de ’association d’une greffe de

moelle osseuse a I’'IBS (IBS seul : colonnes trais verticaux et IBS + greffe de moelle

osseuse : colonnes trais horizontaux) (* : p <0,01)
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4. DISCUSSION

A notre connaissance, cette étude est la premiére a évaluer la reconstruction osseuse a
I’aide d’un substitut osseux injectable associ¢ a une greffe de moelle osseuse dans un os

préalablement irradié.

Le mod¢le animal développé dans cette étude s’est efforcé de s’approcher au plus pres des
conditions de traitement oncologique de tumeurs localisées au niveau des VADS et avait pour
objectif de reproduire les séquelles d’irradiation de 1’0os. Le recours a une race
conventionnelle de rats type Wistar s’est révélé impossible. Les fémurs autologues de chaque
rat constituent un modele validé pour le prélévement de moelle osseuse. Cependant les
animaux devaient étre irradiés sur ’ensemble des membres inférieurs et une irradiation
préalable modifie la qualité du prélévement médullaire en 1’appauvrissant [178]. Les fémurs
n’étaient donc pas utilisables dans cette étude. L’obtention de moelle osseuse au niveau de
I’humérus de rat ne s’est pas non plus révélée utilisable ; des essais préliminaires d’obtention
de moelle osseuse par prélévement huméral n’avaient pas permis d’obtenir un volume
tissulaire suffisamment constant ni abondant [169]. La race de rats consanguins de souche
Lewis Al-haplotype RT1? (Centre d’élevage R. Janvier, Le Genest St. Isle, France) a ainsi été
choisie en raison de sa tolérance a une allogreffe de moelle osseuse. Les genes de classe I et 11
du complexe majeur d’histocompatibilité de ces animaux sont croisés, ce qui leur confere la
propriét¢ de pouvoir recevoir une allogreffe de moelle osseuse se comportant
immunologiquement comme une autogreffe, ce qui exclue le risque de « Graft Versus Host
Disease » (GVHD ou maladie du greffon contre 1’hote) [176]. Ainsi, aucun traitement
immunosuppresseur n’a été nécessaire pour cette étude et ce modele de rat a permis d’éviter le
rejet de greffe et la maladie du greffon contre I’hote. La qualité et la richesse de la moelle
osseuse obtenue par vidange du flit médullaire fémoral (« flush-out ») étaient conformes aux
données publiées relatives au contenu de la moelle osseuse du rat [177]. Ces données ont
permis de valider ce modele d’autogreffe interindividuelle de moelle osseuse. L’unidose de
15 Gy qui a été délivrée correspond a 1’équivalent biologique de séquelles d’irradiation a
60 Gy, délivrés de facon fractionnée. Soixante grays est la dose habituellement utilisée pour le
traitement des carcinomes €pidermoides des VADS chez I’homme. Le choix d’une irradiation
en unidose a permis de limiter les fractionnements et donc le nombre d’anesthésies des

animaux. La majorité des complications liées a la radiothérapie des VADS se produisent au
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niveau de la mandibule (ostéoradionécrose mandibulaire) [172]. Cependant, le choix du site
d’irradiation au niveau de la mandibule n’a pas pu étre retenu. En effet, une irradiation
cervico-céphalique a un équivalent biologique de 60 Gy était incompatible avec la survie des
animaux (les animaux ne peuvent survivre a une irradiation de leur systéme nerveux central
dépassant I’équivalent biologique de 40 Gy) [33]. La petite taille des animaux n’a pas permis
de concevoir une méthode de radioprotection encéphalique et médullaire suffisamment fiable.
Le choix du site d’irradiation retenu a donc ¢été¢ les membres inférieurs des animaux.
L’irradiation des animaux n’a donné lieu a aucune complication majeure. Les incidents

survenus €taient ceux habituellement rencontrés avec ce type d’irradiation localisée.

En territoire non irradi¢ et non implanté, une néoformation osseuse s’est produite a
I’intérieur des défauts osseux créés ainsi qu’entre les berges des corticales osseuses. Ces
capacités de cicatrisation osseuse spontanées sont bien connues et reportées dans de
précédentes études, notamment chez le rat Wistar [175]. Concernant les défauts osseux
irradiés et non implantés, les résultats histologiques (microscopie optique et microscopie
¢lectronique a balayage) ont mis en évidence ’absence de cicatrisation et de néoformation
osseuses. Ces résultats sont également parfaitement établis et illustrés par une étude d’Arnold
et Coll. sur ’os irradié chez le rat [57]. La réparation osseuse spontanée est en effet largement
compromise et réduite dans des aires préalablement irradiées et la physiologie de la réparation
osseuse est altérée apres traitement par radiothérapie [33,46,64,130]. Les radiations ionisantes
retardent la consolidation d’une fracture, augmentent 1’incidence d’unions fibreuses [64], sont
a Dorigine d’ostéoradionécroses [172] et réduisent la qualité des greffes osseuses [7]. Les
altérations de la réparation de I’os irradié sont lies aux effets cellulaires des radiations
ionisantes ; les ostéoblastes et ostéoclastes sont quantitativement diminués avec la
radiothérapie [46,171] ; la différentiation terminale des ostéoblastes est, quant a elle, accélérée
[171]. Le stroma médullaire est également altéré par les radiations ionisantes [48]. Enfin, les

tissus vasculaires sont altérés, en particulier les capillaires [55].

Les techniques de reconstruction osseuse peuvent recourir aux greffes osseuses ou a
I’utilisation de substituts osseux. Dans le cadre de la reconstruction chez des patients atteints
d’un cancer des VADS, les greffes osseuses libres menent a une morbidité augmentée et ne
peuvent pas étre réalisées lorsque la qualité des vaisseaux est altérée [7,9]. Les céramiques de
phosphate de calcium, utilisées sous forme de granules ou de bloc, apparaissent depuis de
nombreuses années comme une alternative appropri¢e aux greffes osseuses [15]. Cependant,

ces céramiques ne viennent pas réellement en contact avec la surface osseuse. Pour
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contrecarrer cet inconvénient, des substituts osseux injectables sont développés pour entrer
parfaitement au contact de la surface osseuse ; par ailleurs, ils permettent une chirurgie moins

invasive [105].

Dans cette ¢tude, I’'IBS a été utilisé pour ses propriétés ostéoconductrices déja reportées
dans différents modeles animaux [104]. Les granules de BCP ont parfois été retrouvés en
dehors des défauts créés et implantés. L’IBS est un biomatériau qui ne durcit pas apres
injection [105]. Gautier et Coll. ont ainsi report¢ [’'utilisation de « bouchon » de BCP
macroporeux pour fermer la cavité et maintenir ce matériau injectable en place chez le lapin
[106,107]. La néoformation osseuse observée dans 1’0os non irradié témoigne des propriétés
ostéoconductrices de I’IBS, résultats déja publiés dans de précédentes études [106,107]. Le
polymeére hydrosoluble (HPMC) situé entre les granules de BCP semble présenter un effet
«porteur » ; il préserve les espaces entre les granules pour permettre 1’angiogénése et
I’ostéoconduction [105,110]. Les résultats obtenus avec [’utilisation d’IBS dans les aires
préalablement irradiées montrent que ce biomatériau est bien toléré, aucune lyse osseuse
périphérique ni ostéoradionécrose n’ont été observées ; 1’intégration du biomatériau (utilisé
sans moelle osseuse) s’est produite sous la forme d’une sorte d’intégration fibreuse dans ces
aires irradiées. Cependant, I’IBS implanté seul n’a pas pu réparer a lui seul un défaut osseux
irradié, il n’y a pas ou peu de néoformation osseuse observée. Ce méme matériau utilisé¢ pour
la réparation osseuse d’un défaut osseux dans des conditions extrémes de rat agé et présentant
une sévere ostéopénie n’a pas non plus permis de reconstruction osseuse de qualité [179]. Peu
d’études ont été conduites sur 1’utilisation d’un biomatériau avant irradiation. Certains auteurs
ont rapporté que les céramiques de phosphate de calcium ne compromettraient pas les effets
thérapeutiques des radiations ionisantes [17,113]. Dans une précédente expérimentation,
Malard et Coll. avaient montré que les radiations ionisantes ne produisaient pas d’effet négatif
sur les capacités d’ostéointégration des biomatériaux de phosphate de calcium mais qu’elles
réduisaient leurs propriétés ostéoconductrices [20]. Dans un os irradié, il semblerait que les
cellules ostéogéniques ainsi que le contact précoce entre les cellules osseuses et le
biomatériau soient déficients. Des études publiées montrent que les greffes de moelle osseuse
apportent des cellules ostéoprogénitrices [123] et que les cellules souches de moelle osseuse
sont quantitativement diminuées par les radiations ionisantes [51] ; ainsi, les résultats de la
présente €tude pourraient étre expliqués par la déplétion en cellules souches de moelle osseuse

dans un os préalablement irradié.
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De nouvelles technologies sont développées pour la réparation et la reconstruction
osseuses ; elles sont basées sur [utilisation de biocéramique poreuses, sorte
« d’échafaudage », associées a des cellules de moelle osseuse [118]. De précédentes études
ont montré que les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) dérivant de la moelle osseuse
pouvaient étre cultivées sur les biomatériaux ; elles conduisent a une différentiation
ostéoblastique sous conditions ostéogéniques et procurent des propriétés ostéoconductrices
aux biomatériaux apres implantation in vivo [52,152]. Certains auteurs utilisent plutot des
cellules souches mésenchymateuses que 1’ensemble de la moelle osseuse (ou moelle totale)
[52,152]. Dans notre étude, le choix d’une greffe de moelle totale fraiche a été effectué¢ pour
permettre une greffe extemporanée. De plus, la moelle osseuse totale comporte une proportion
importante de facteurs de croissance ainsi qu’une large variété de populations cellulaires,
notamment les cellules souches mésenchymateuses a 1’origine des ostéoblastes et les cellules
souches hématopoiétiques (CSHs) a I’origine des ostéoclastes [52]. Les CSMs et les CSHs
sont impliquées dans I’homéostasie osseuse et dans le renouvellement des cellules sanguines
périphériques matures [52]. Dans la présente étude, les défauts osseux créées étaient en
communication directe avec la cavité médullaire de 1’os ; les résultats suggerent que la moelle
osseuse et les cellules ostéogéniques sont déja suffisamment présentes dans les défauts osseux

non irradiés pour permettre la réparation osseuse.

En territoire préalablement irradi¢, les greffes de moelle osseuse permettent une
augmentation significative de la croissance osseuse contrairement aux territoires osseux non
irradiés. Ces résultats suggerent que les effets des radiations ionisantes sur la moelle osseuse
jouent un role clef dans la réparation osseuse et que la qualité et/ou la quantit¢ de moelle
osseuse diminue apres une radiothérapie. Par ailleurs, certains auteurs ont également
démontré que les CSMs issues de la moelle osseuse pouvaient s’orienter vers un phénotype de
cellules endothéliales et favoriser ainsi la néovascularisation [147-149]. Ces effets pourraient
expliquer le manque de croissance osseuse dans les défauts irradiés implantés avec de I’'IBS
seul. Les résultats obtenus avec I’association moelle osseuse et IBS en territoire irradié
suggerent que les greffes de moelle osseuse agissent de facon notable sur la réparation
osseuse et apportent des cellules fonctionnelles pour cette réparation. Les greffes de moelle
osseuse sont dans le méme temps accompagnées par une augmentation significative de la
résorption de granules de BCP ; cette augmentation nous amene a penser que les greffes de
moelle osseuse produisent également des cellules fonctionnelles pour la dégradation de la

céramique. Cependant, 1’effet additif de 1’association IBS et greffe de moelle osseuse sur la
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croissance osseuse n’a pas ¢té obtenu, contrairement a une précédente étude utilisant des
granules de BCP [19,169]. La mise en place de la greffe de moelle osseuse au sein du défaut
osseux ¢était différente : la greffe de moelle osseuse était mélangée a I’IBS dans un tube a essai
hépariné, puis I’ensemble était placé in situ ; dans I’étude de Malard et Coll., la greffe de
moelle osseuse ¢€tait placée directement au sein des défauts osseux préalablement remplis de
granules de BCP. Or, certains auteurs ont montré que l’association in vitro de cellules
directement sur le biomatériau BCP, sans imprégnation préalable de celui-ci, entrainait une
cytotoxicité [180]. Nous n’avons pas ¢tudié¢ la viabilit¢ des cellules a 'intérieur du tube
hépariné : un certain nombre de cellules y survit puisqu’il y a une dégradation significative du
biomatériau, mais quel est le pourcentage et quelles sont ces cellules (ce ne sont pas les
mémes cellules qui agissent sur la repousse osseuse et sur la dégradation du biomatériau) ?
Dans I’¢tude de Malard et Coll., les cellules de la greffe de moelle osseuse présentent
¢galement un contact précoce avec la périphérie du défaut osseux contrairement a notre étude,

contact qui pourrait étre favorable a la néoformation osseuse.

Cette ¢tude ne fournit pas d’information sur les mécanismes impliqués dans la réparation
osseuse (recrutement d’ostéoprogéniteurs, néoangiogénese, ...). La physiologie de la
réparation osseuse est complexe, de nombreux facteurs de croissance sont nécessaires [181].
Il a été démontré que les radiations ionisantes induisaient une diminution dose dépendante de
la production de TGF-B1 et de VEGF [46]. Le r6le joué par les facteurs de croissance de la
moelle osseuse semble étre également une « piste » intéressante a suivre pour étudier la

réparation et la reconstruction osseuse en territoire irradié.
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5. CONCLUSION

L’étude de comblements osseux par un substitut osseux injectable effectuée dans un
territoire préalablement irradié n’avait jusqu’alors jamais ét¢ menée a des doses de radiations
ionisantes adaptées au traitement des carcinomes. Le mode¢le utilisé dans cette étude a permis
d’envisager 1’allogreffe de moelle osseuse grace a 1’utilisation d’un mod¢le animal
consanguin adapté a I’obtention de moelle osseuse en quantité¢ et qualit¢ suffisantes et

permettant d’éviter tout rejet.

Ainsi, ce modele animal expérimental a €ét€ ainsi parfaitement adapté pour simuler des
séquelles d’irradiation osseuse a doses thérapeutiques et pour permettre la réalisation de

défauts osseux et I’implantation de biomatériau associé a une greffe de moelle osseuse totale.

Cette étude confirme que I’'IBS présente d’excellentes propriétés ostéoconductrices mais
uniquement en territoire non irradi¢. Les résultats obtenus montrent que I’implantation de
substituts osseux seuls au sein de pertes de substances effectuées en tissu irradié n’est pas
suffisante pour augmenter significativement la quantit¢ d’os néoformé. En territoire
préalablement irradié, cette étude montre la nécessité et 1’efficacité remarquables de
I’utilisation de greffe de moelle osseuse totale pour permettre une reconstruction osseuse.
L’association d’une greffe de moelle osseuse totale au biomatériau en territoire irradié permet
en effet ’obtention d’une néoformation osseuse €équivalente a celle obtenue en territoire non
irradié implanté avec de I’IBS seul. L’utilisation d’IBS seul est parfaitement tolérée mais ne
permet pas de reconstruction osseuse. Dans ce cadre, 1’utilisation du biomatériau associé a
une greffe de moelle osseuse sert de support adéquat et permet d’optimiser la néoformation

osseuse.

Le recours a une greffe de moelle osseuse totale présente 1’avantage de pouvoir étre
réalisé de facon extemporanée ; néanmoins, le nombre de cellules souches mésenchymateuses
présentes dans la moelle osseuse totale est treés faible (environ 1/10 000 & 1/100 000 cellules
nucléées). La reconstruction osseuse en sélectionnant ces cellules et en les multipliant pour les
associer ensuite a un biomatériau est une voie de recherche séduisante qui a ainsi été évaluée

dans la derniere partie de ce travail.
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IV. QUATRIEME PARTIE :

ETUDE DE L’ASSOCIATION BCP - MO TOTALE VERSUS
BCP - MO CSMSET BCP - AT CSMS IMPLANTEES EN

SITE OSSEUX APRES IRRADIATION
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1. CONTEXTE D’ETUDE

L’étude de ’association d’une céramique phosphocalcique a une greffe de moelle osseuse
totale ou a des CSMs issues de moelle osseuse ou de tissu adipeux comme matériau de
substitution pour la reconstruction osseuse d’une perte de substance en territoire irradié

s’integre dans la suite logique des travaux réalisés dans 1’étude précédente.

L’association de moelle osseuse totale aux céramiques phosphocalciques, sous forme de
granules [19] ou sous forme injectable [182], a permis d’améliorer significativement la

repousse osseuse obtenue aprés implantation en territoire irradié.

La réparation de tout défaut osseux nécessite le recrutement et la prolifération notamment
de CSMs, possédant des capacités de différenciation ostéoblastique, présentes au sein de la
moelle osseuse totale, mais diminuées aprés une irradiation [178], d’ou Dl'intérét de les

sélectionner et de les amplifier.

Le nombre de CSMs contenues dans la moelle osseuse totale est trés faible, une CSM
pour 10 000 a 100 000 cellules mononucléées [122,123]. Logiquement, la culture in vitro de
CSMs issues de moelle osseuse totale puis leur association a divers biomatériaux ont été
proposées et évaluées par de nombreux auteurs [154-156,158,159]. Néanmoins, aucune étude

n’a pour I’instant été menée quant a leur efficacité en territoire irradié.

La propriété de différenciation ostéoblastique des CSMs issues de la moelle osseuse totale
est une donnée acquise depuis de nombreuses années [138,139]. Cette méme propriété des
CSMs issues du tissu adipeux a également été démontrée, plus récemment [140,141].
L’obtention de tissu adipeux humain est plus aisée que I’obtention de moelle osseuse et la

quantité disponible plus importante.

Dans ce contexte, le but de ce travail a été 1’évaluation de 1’association de moelle osseuse

totale ou de CSMs issues soit de la moelle osseuse soit du tissu adipeux a des granules de
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BCP pour la reconstruction osseuse en territoire irradié. Jusqu’a ce jour, de plus en plus

d’études font état de ces associations, mais jamais en territoire irradié.

Le méme modele de rat consanguin porteur de séquelles d’irradiation osseuse que dans

I’étude précédente a été utilisé.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Etude in vitro

2.1.1. Animaux

Cette ¢tude in vitro a été effectuée afin d’évaluer nos techniques de prélévements et de

controler la différentiation ostéoblastique de nos cellules.

Un rat consanguin de souche Lewis Al-haplotype RT1? (Centre d’élevage R. Janvier, Le
Genest St. Isle, France) a été utilisé. L’animal, agé de 8 semaines et d’un poids > 225
grammes, a ¢été acclimaté pendant une semaine avant le début de I’expérimentation.
L’ensemble de I’expérimentation animale a été mené au sein de I’Unité Thérapeutique
Expérimentale de I’Institut Fédératif de Recherche 26 a la Facult¢ de Médecine de Nantes
(UTE, IFR 26, Nantes, France).

Le rat a été placé dans une cage standard dans un local a température constante de 21°C et
soumis a des cycles de 12/12h d’éclairage-obscurité. L’animal a été alimenté avec une

nourriture de laboratoire standard et a recu de I’eau ad libitum.

La stabulation du rat et I’expérimentation ont été conduites dans le respect de la directive
européenne réglementant la conduite des expérimentations animales (directive européenne

n°86/609/CEE).

2.1.2. Etude de la moelle osseuse

e Prélévement de moelle osseuse

Le prélevement des deux fémurs a été effectué sous anesthésie générale de la méme fagon
que dans la deuxieme étude. Chaque fémur a ensuite ¢été placé dans un tube stérile contenant
I5ml de milieu de transport (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) -+
1% Pénicilline G/Streptomycine (P/S) + 10% Sérum de Veau Fcetal (SVF)) (Annexe N°4).

Le prélevement de moelle osseuse a été effectué en condition d’asepsie chirurgicale sous
hote par instillation de 1 ml de sérum physiologique dans I’extrémité proximale du fiit

médullaire de chaque fémur. Le recueil a été effectué dans un tube de 50 ml (Corning®,

134



corning incorporated, NY-USA) sur lequel a été placé un tamis cellulaire stérile avec une
porosité¢ de 70 um (Falcon, Bioscience, Belford). Les quelques microlitres restant suspendus
au tamis ont été récupérés a I’aide d’une micropipette P200. Le recueil des 2 fémurs a été

réalisé dans le méme tube de 50 ml.

Le comptage des cellules et la mise en culture ont été effectués selon la séquence

suivante :
- centrifugation de la suspension monocellulaire (1200 rpm, 8 minutes et rotor 11133),
- récupération du milieu de culture surnageant sous hote,

- mise de 20 ml d’un nouveau milieu de culture complet N°1 (DMEM, 10% SVF,
1% P/S, 1% L-Glutamine (L-glut)) (Annexe N°4) dans le méme flacon stérile et

homogénéisation,
- comptage des cellules au bleu trypan sur cellule de Malassez,
- répétition du comptage 3 fois sur des prélevements indépendants,

- mise en place des 20 ml de la solution de culture et des cellules dans une Flasque

stérile F75 (Corning®, corning incorporated, NY-USA).

e Culture et caractérisation de la moelle osseuse

Les cellules issues de la moelle osseuse ont été placées dans un incubateur a 37 degrés
Celsius et a 5% de CO2. Le milieu de culture complet a été changé tous les deux jours. Apres

13 jours de mise en culture, le nombre total de cellules adhérentes a été calculé.

Ces cellules ont ensuite été ensemencées afin de réaliser une coloration rouge alizarine
(Annexe N°6). Cette coloration permet de colorer en rouge la matrice extra-cellulaire
minéralisée en rouge. Les cellules de la Flasque F75 ont ainsi été ensemencées dans 2 plaques
de 6 puits (Corning BV, Schiphol-Rijk, The Netherlands). Le milieu ostéogénique utilisé était
constitué du milieu de culture complet associ¢ a 10 mM de B-Glycérophosphate, 50 pM
d’Acide ascorbique et 0,01 uM de Vitamine D (Annexe N°5). La coloration rouge alizarine a

été effectuée a J15 et J30.
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2.1.3. Etude du tissu adipeux

e Prélévement du tissu adipeux

Le prélévement de tissu adipeux a été effectué sous anesthésie générale sur le méme rat
que pour le prélevement de moelle osseuse. Ce prélévement a été réalis€ au niveau
¢pididymaire, abdominal, mésentérique et rétro-péritonéal en condition d’asepsie chirurgicale.
Les tissus adipeux épididymaire et abdominal ont ensuite été placées dans un tube stérile
contenant 20 ml de milieu de transport (DMEM + 1% P/S + 10% SVF), les tissus adipeux
mésentérique et rétro-péritonéal ont été placées dans un second tube stérile contenant le méme

milieu de transport.

L’isolement des cellules stromales a partir des tissus adipeux obtenus a été réalisé sous

hote et est reporté en Annexe N°7.

Le comptage des cellules et la mise en culture ont été effectués de la méme fagon que pour

les cellules issues de la moelle osseuse.

e Culture et caractérisation du tissu adipeux

Les cellules issues des différents tissus adipeux ont été placées dans des flasques F75 en
séparant les tissus adipeux épididymaire et abdominal des tissus adipeux mésentérique et
rétro-péritonéal. Ces flasques ont été placées dans un incubateur a 37 degrés Celsius et a 5%
de CO2. Le milieu de culture complet a été¢ changé tous les deux jours. Apres 5 jours de mise

en culture, le nombre total de cellules adhérentes a été calculé.

Puis, ces cellules ont été ensemencées afin de réaliser une coloration rouge alizarine (de la
méme facon que pour les cellules issues de la moelle osseuse). La coloration rouge alizarine a

été effectuée a J10, J21 et J30.
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2.2. Etude in vivo

2.2.1. Préparation et caractérisation du matériau

2.2.1.1. Synthése du BCP

Le matériau de substitution osseuse utilisé¢ dans cette ¢tude était un phosphate de calcium
biphasé macroporeux commercialis¢é (MBCP™) fourni sous la forme de granules par la

société Biomatlante (Vigneux de Bretagne, France).

2.2.1.2. Composition

Ce matériau a été caractérisé par diffraction de rayons X, spectrométrie infrarouge a

transformée de Fourier, analyse de la porosité et analyse granulométrique en MEB.

Le biomatériau utilisé dans cette étude a été caractérisé lors de précédentes études

effectuées au sein de notre laboratoire [19,169,183].

2.2.1.3. Stérilisation du BCP

Le biomatériau a été conditionné 24 heures avant I’implantation dans des tubes Ependorf
emballés en sachet hermétiquement clos. Le matériau contenu dans ces tubes a été stérilisé

pendant 20 minutes a 121°C dans un autoclave (Alphaklave 23, Taillis, France).

Un tube Ependorf a été préparé pour chaque implant, comportant une quantité identique

de matériau.
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2.2.2. Animaux

Quatorze rats consanguins de souche Lewis Al-haplotype RT1* (Centre d’élevage R.
Janvier, Le Genest St. Isle, France) ont été utilisés. Les animaux, agés de 8 semaines et d’un
poids > 225 grammes, ont ¢té acclimatés pendant une semaine avant le début de
I’expérimentation. L’ensemble de 1’expérimentation animale a ét¢ mené au sein de 1’Unité
Thérapeutique Expérimentale de 1’Institut Fédératif de Recherche 26 a la Faculté de Médecine

de Nantes (UTE, IFR 26, Nantes, France).

Les rats ont été placés dans des cages standard dans un local a température constante de
21°C et soumis a des cycles de 12/12h d’éclairage-obscurité. Les animaux ont été alimentés

avec une nourriture de laboratoire standard et ont regu de I’eau ad libitum.

La stabulation des rats et I’expérimentation ont été conduites dans le respect de la
directive européenne réglementant la conduite des expérimentations animales (directive

européenne n°86/609/CEE).

2.2.3. Expérimentation

2.2.3.1. Séparation des animaux

Les animaux ont ét¢ séparés en deux groupes (Tableau N°XXI) :

- Groupe N°1 : 12 rats irradiés,
- Groupe N°2 : 2 rats donneurs de moelle osseuse et de tissu adipeux :

o Rata: rat donneur de moelle osseuse et de tissu adipeux pour culture cellulaire

de CSMs,

o Rat b : rat donneur de moelle osseuse totale.
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2.2.3.2. Procédure d’irradiation

2.2.3.2.1. Généralités

L’irradiation externe des animaux a été effectuée au laboratoire U601 (CHU Hoétel Dieu,
Nantes, France). L’irradiateur utilisé était un Faxitron X-Ray (Faxitron X-Ray Corporation,

Wheeling Illinois, USA) émettant des rayons X d’énergie de 160 kV (Figure N°18A).

2.2.3.2.2. Reéalisation pratique

L’irradiation externe a concerné les animaux du groupe N°1. Elle a été réalisée a JO, sous
anesthésie générale. Les rats ont été endormis a ’UTE selon le méme protocole que pour les
expérimentations précédentes, puis transportés dans des cages a filtre au laboratoire U601

pour irradiation.

Les rats ont été placés par 2 dans I’irradiateur (Figure N°18B). Le maintien et la
radioprotection des rats €té assuré grace a un systeme en plomb en forme de U, fabriqué sur
mesure pour cette irradiation. Le systéme réalis¢ mesurait 200 x 170 mm pour une épaisseur
de 6 mm. L’épaisseur nécessaire a ét¢ déterminée par le service de biophysique du CRLCC.
Le champ d’irradiation a été¢ limité aux membres inférieurs épargnant le pelvis des rats. Les
parametres de tension et d’intensité étaient des parametres prédéfinis et préréglés a 160 kV et
6,3 mA. Un filtre de Cuivre de 0,5 mm a également été utilisé pour cette irradiation afin de ne
pas briler la peau des animaux. Les rats ont été placés sur le plateau N°7 (a chaque hauteur
correspond une largeur de cone d’irradiation). La dose d’irradiation souhaitée était de 20 Gy
pour les 12 rats. Elle a été délivrée selon un fractionnement d’une unidose de 20 Gy.
L’exposition nécessaire pour 1’obtention de cette dose a été calculée a 31,25 minutes, le débit

de dose étant de 0,64 Gy/min a cette hauteur (Figure N°18C).
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Figures N°18 : irradiation des rats

A —Irradiateur Faxitron X-Ray, laboratoire U601, Nantes, France
B — Fenétre d’observation
C - Mise en place des animaux et limites du champ d’irradiation aux membres

inférieurs. Le reste du corps est protégé par des atténuateurs en Plomb
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2.2.3.3. Procédure chirurgicale et implantation

2.2.3.3.1. Généralités et répartition des implants

La réalisation de défauts osseux et I’implantation ont ét¢ effectuées trois semaines apres

I’irradiation (J21). Elles ont concerné tous les rats du groupe N°1.

Quatre conditions d’implantation ont été évaluées : défauts osseux comblés par des
granules de BCP seuls, ou associés soit a de la moelle osseuse totale (MOT), soit a des
Cellules Souches Mésenchymateuses issues de la moelle osseuse (MO CSMs), soit a des
Cellules Souches Mésenchymateuses issues de tissu adipeux (AT CSMs). Les comblements

ont été effectués jusqu’a la corticale externe opposée au défaut osseux créé.

Le rat a du groupe N°2, non irradi¢ et non implanté, a été utilisé pour I’obtention de
moelle osseuse totale nécessaire aux comblements par la MOT de fagon extemporanée. La

nature de la MOT a été vérifiée par un myélogramme et une numération médullaire.

Le rat b du groupe N°2, non irradié et non implanté, a été utilisé :

- pour I’obtention de moelle osseuse totale nécessaire pour 1’obtention de MO CSMs

et leur culture,

- pour I’obtention de tissu adipeux nécessaire pour 1’obtention d’AT CSMs et leur

culture,

La répartition des animaux et des comblements est rapportée dans le Tableau N°XXI.
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Implantation

Groupe | Rat
Irradiation
Ne N° . . o . . o
Fémur droit Tibia droit Fémur gauche Tibia gauche
1 20 Gy BCP seul BCP seul BCP+MOT BCP+MOT
2 20 Gy BCP seul BCP seul BCP+MOT BCP+MOT
3 20 Gy BCP seul BCP seul BCP+MOT BCP+MOT
4 20 Gy BCP+MOT BCP+MOT BCP seul BCP seul
5 20 Gy BCP+MOT BCP+MOT BCP seul BCP seul
6 20 Gy BCP+MOT BCP+MOT BCP seul BCP seul
1
7 20 Gy BCP+MO CSM | BCP+MO CSM BCP+AT CSM BCP+AT CSM
8 20 Gy BCP+MO CSM | BCP+MO CSM BCP+AT CSM BCP+AT CSM
9 20 Gy BCP+MO CSM | BCP+MO CSM BCP+AT CSM BCP+AT CSM
10 20 Gy BCP+AT CSM BCP+AT CSM BCP+MO CSM | BCP+MO CSM
11 20 Gy BCP+AT CSM BCP+AT CSM BCP+MO CSM | BCP+MO CSM
12 20 Gy BCP+AT CSM BCP+AT CSM BCP+MO CSM | BCP+MO CSM
a Non irradié Donneur de MOT
2
b Non irradié Donneur de MO CSM et d’AT CSM

Tableau N°XXI : répartition des animaux et des sites d’implantation
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2.2.3.3.2. Création des défauts osseux et implantation

Trois semaines aprés 1’irradiation (J21), la procédure chirurgicale de création d’une perte
de substance osseuse a ¢été réalisée sur les animaux du groupe N°1. Cette procédure a été
réalisée selon le méme protocole opératoire que dans les études précédentes, sous anesthésie

générale (Figure N°19A).

Les associations de sérum physiologique stérile, de MOT, de MO CSMs et d’AT CSMS
aux granules de BCP ont été effectuées de facon concomitante a la réalisation du défaut

OSSC€ux.

Chaque perte de substance osseuse a été comblée par des granules de BCP seuls, ou
associés soit a de la MOT, soit aux MO CSMs, soit aux AT CSMs. La quantité de granules de
BCP ¢était la méme dans chaque défaut osseux. Les MO CSMs et AT CSMs implantées ont

¢été obtenues apres 13 jours de culture.

e Préparation des « matériaux de comblement » :

e Comblement par granules de BCP seuls

Pour chaque comblement, 20 pul de sérum physiologique stérile ont été mélangés aux
granules de BCP dans le tube Ependorf a I’aide d’une micropipette, puis placés dans le défaut

osseux (Figures N°19B et 19C).

o Comblement par granules de BCP associés a de la MOT

Le prélevement de MOT a été effectué sur le rat a du groupe N°2 spécialement désigné
comme donneur de MOT. Le prélevement de MO a été réalisé de la méme fagon que dans

I’étude in vitro par instillation de 1 ml de sérum physiologique stérile dans chaque fémur. La
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MOT issue des deux fémurs a été placée dans un tube hépariné Vénoject II (Terumo Europe,

Louvain, Belgique).

Pour chaque comblement, 20 pul de MOT ont ét¢ mélangés aux granules de BCP dans le
tube Ependorf, puis placés dans le défaut osseux ; 30 ul de MOT ont ensuite €té rajoutés a
I’aide d’une micropipette, afin d’obtenir une imprégnation compléte, comme dans la
deuxieme étude [182]. Ainsi, chaque comblement de granules de BCP associés a la MOT a

comporté 1/40 de la MOT issue des deux fémurs.

Le restant de MOT a été conservé pour effectuer :

- un comptage de la population cellulaire en présence de la méme facon que dans
I’étude in vitro. Les résultats ont été exprimés en nombre total de cellules a partir de

deux fémurs.

- un ¢talement sur lame par frottis afin d’exécuter une étude cytologique du
myélogramme permettant de connaitre la formule médullaire (Dr Garand, laboratoire
d’Hématologie, Institut de Biologie, CHU de Nantes, France). Les résultats ont été

exprimés en pourcentage de cellules correspondant a chaque type cellulaire.

e Comblement par granules de BCP associés aux MO CSMs

Le prélévement de MOT a été effectué sur le rat b du groupe N°2 spécialement désigné
comme donneur de CSMs issues de la moelle osseuse et du tissu adipeux. Le prélévement et
le comptage des cellules ont été réalisés de la méme fagon que dans I’étude in vitro. Les
cellules ont ensuite ét¢ mises en culture pendant 13 jours avant les implantations dans une
Flasque stérile F75 comportant un milieu de culture complet N°2 (Alpha Modified Eagle’s
Medium (aMEM) + 1% L-glut + 1% P/S + 10% SVF) (Annexe N°4). Le jour de

I’implantation, le nombre total de MO CSMs obtenues apres 13 jours de culture a été calculé.
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Pour chaque comblement, 20 pl de sérum physiologique associés aux MO CSMs ont été
mélangés aux granules de BCP dans le tube Ependorf, puis placés dans le défaut osseux.
Chaque comblement de granules de BCP associés aux MO CSMs comportait 1/40 des

MO CSMs issues de deux fémurs aprés 13 jours de prolifération.

e Comblement par granules de BCP associés aux AT CSMs

Le prélevement de tissu adipeux a été effectué sur le rat b du groupe N°2 spécialement
désigné comme donneur de CSMs issues de la moelle osseuse et du tissu adipeux. Le tissu
adipeux a été prélevé au niveau épididymaire. Le prélévement, le comptage des cellules et la
mise en culture ont été réalisés de la méme facon que dans 1’étude in vitro, 13 jours avant les
implantations. Le jour de I’implantation, le nombre total d’AT CSMs obtenues apres 13 jours

de culture a été calculé.

Pour chaque comblement, 20 pl de sérum physiologique associés aux AT CSMs ont été
mélangés aux granules de BCP dans le tube Ependorf, puis placés dans le défaut osseux.
L’ensemble des AT CSMs issues d’un animal aprés 13 jours de culture a été utilisé et réparti

¢quitablement entre chaque défaut osseux.
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Figures N°19 : création des défauts osseux et implantation

A — Création des défauts osseux en condition d’asepsie chirurgicale
B — Implantation de granules de BCP seuls sur un tibia gauche

C — Aspect aprés implantation de granules de BCP seuls sur un tibia droit
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2.2.3.3.3. Stabulation

La stabulation des animaux a été identique a celle des études précédentes.

2.2.3.4. Euthanasie et prélévement des échantillons

Les rats ont été euthanasiés de la méme facon que dans les études précédentes, a
3 semaines de I’implantation (J42). Le prélevement et la fixation des pieces osseuses ont

¢galement été réalisés de la méme facon que dans les études précédentes.

2.2.3.5. Synthese de I’expérimentation

La chronologie irradiation-implantation-explantation est rappelée dans la Figure N°20.

Implantation BCP seul n=12

Implantation BCP + MOT n=12

Irradiation de 20 Gy
12 rats

Sacrifice et explantation

Implantation BCP + MO CSMs n=12

Implantation BCP + ATCSMs  n=12

> >

3 semaines 3 semaines

Figure N°20 : résumé du déroulement chronologique de I’expérimentation
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2.2.4. Etude des explants
2.2.4.1. Préparation des échantillons

2.2.4.1.1. Inclusion dans une résine de Glycol-Méthacrylate (GMA)

o Généralités

Tous les prélévements ont été¢ inclus sans décalcification dans une résine de GMA
(Annexe N°8) destinée a deux techniques différentes : colorations histo-morphométriques

(Pentachrome de Movat et Trichrome de Goldner) et étude en MEB.

e Technique d’inclusion

Apres une période de 72 heures, les 4 explants obtenus sur chacun des 12 animaux (48

¢chantillons) ont été préparés.

La déshydratation a été réalisée par passages successifs de 36 heures chacun dans 4 bains
d’¢éthanol de degré croissant (70, 80, 95, puis 100°) a 4°C, puis dans I’acétone pur pendant
36 heures a 4°C.

Une résine GMA a été utilisée pour I’imprégnation des échantillons. L’imprégnation en
résine GMA a ¢té réalisée dans deux bains successifs pendant un total de 7 jours a -20°C.
L’inclusion en résine GMA avec milieu initiateur a ensuite €té réalisée pendant 72 heures a

4°C.

2.2.4.1.2. Coupe des échantillons

Les échantillons ont été poncés selon leur sens transversal a I’aide d’un ponceur Rotronic
(Reitel, Bad Essen, Allemagne) de facon a obtenir des blocs centrés juste avant la zone
implantée. Des coupes de 7 pm d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide d’un microtome tissus
durs (Reichert-Jung 2050, Nussloch, Allemagne) jusqu’au milieu de la zone implantée sur

chaque échantillon. La partie résiduelle de 1’échantillon a été utilisée pour I’analyse au MEB.
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2.2.4.2. Colorations et étude histologique

L’étude histo-morphométrique a été réalisée sur microscope photonique aprés coloration
des coupes de 7 um au Trichrome de Goldner (Annexe N°9) et Pentachrome de Movat

(Annexe N°10).

Une fois colorées, les coupes ont ét¢ montées entre lames et lamelle avec une ou deux
gouttes de toluéne a 1’aide d’une colle de montage Eukitt (Labo Nord, Villeneuve d’Asq,
France) et ont été examinées au microscope photonique (Axioplan 2, Zeiss, Oberkochen,

Allemagne).

2.2.4.3. MEB, analyse d’image et analyse statistique

o Le polissage des échantillons

Les surfaces des coupes résiduelles ont été polies a I’aide de disques abrasifs de rugosité
décroissante (grains 800, 1200, 2500 et 4000) sur polisseuse Metaserv 2000 (Buehler, Lake
Bluff IL, USA).

¢ La métallisation des échantillons

La surface polie des blocs a été¢ métallisée avec de I’or-palladium a 1’aide d’un métalliseur

(métalliseur Denton Vacuum Desk III, Moorestown, USA).

e Acquisition des images et analyse d’image

L’acquisition et I’analyse d’images ont été réalisées de la méme fagon que dans 1’étude
précédente a 1’aide d’'un MEB (Leo 1450 VP, Zeiss, Allemagne) et d’un logiciel d’analyse

d’images (Leica microsytem imaging solution, Angleterre).
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¢ Parameétres mesurés

L’étude en microscopie €lectronique a balayage a permis une observation qualitative ultra
structurale des explants, en particulier de ’interface entre 1’os néoformé et les granules de
BCP. Une étude quantitative basée sur I’analyse d’image semi-automatisée a ét€ menée pour

quantifier la formation de 1’os de repousse et la résorption des granules de BCP.

L’analyse d’image a permis de mesurer les mémes paramétres que dans 1’étude

précédente :

surface occupée par le biomatériau,

surface occupée par 1’os néoformé,

surface occupée par les tissus non minéralisés,

et surface totale analysée.

. , .y 2 . o r
Ces valeurs, exprimées en unités de surface (mm®), ont ensuite été rapportées en

pourcentage de la surface totale.

e Analyse statistique

Une analyse de variance (ANOVA) avec une comparaison multiple de moyennes
(Bonferroni/Dunn) a été utilisée pour comparer la repousse osseuse en fonction des
différentes conditions. Ce méme test a été utilis€¢ pour comparer la résorption des granules de
BCP. Une différence a été considérée comme statistiquement significative pour une valeur p

inférieure a 0,05.
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3. RESULTATS

3.1. Etude in vitro

3.1.1. Etude de la moelle osseuse

e Prélévement de moelle osseuse

Le recueil de la moelle osseuse s’est révélé simple. La numération cytologique sur cellule
de Malassez a montré que la population cellulaire totale dans 2 fémurs était constituée de

146.10° cellules mononucléées.

e Nombre total de cellules adhérentes

Les cellules n’arrivaient pas a confluence dans la Flasque F75. Le nombre total de cellules
adhérentes & partir de 2 fémurs était de 78.10* aprés 13 jours de culture. La répartition des

cellules a ainsi été de 65 000 cellules par puits.

e Coloration rouge alizarine

En raison de la faible prolifération des cellules adhérentes, la coloration rouge alizarine
n’a été testée qu’a J30. Les résultats sont représentés dans la Figure N°21. A J30, les cellules
issues de la moelle osseuse et cultivées en milieu ostéogénique ont synthétisé une matrice
extra-cellulaire minéralisée. A J30, les cellules issues de la moelle osseuse et cultivées en

milieu controle n’ont pas synthétisé de matrice extra-cellulaire minéralisée.

3.1.2. Etude du tissu adipeux

e Prélévement du tissu adipeux

Le recueil du tissu adipeux s’est révélé simple. Le tissu adipeux épididymaire et
abdominal prélevé présentait un poids total de 3,34 g; le tissu adipeux mésentérique et

rétro-péritonéal prélevé présentait un poids total de 1,81 g.
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La numération cytologique sur cellule de Malassez a montré que la population cellulaire

totale était constituée :

de 82,5.10° cellules mononucléées pour le tissu adipeux épididymaire et abdominal

préleve,

de 34,9.10° cellules mononucléées pour le tissu adipeux mésentérique et

rétro-péritonéal prélevé.

Nombre total de cellules adhérentes

Les cellules étaient a confluence dans chaque Flasque F75 aprés quatre jours de culture.

Le nombre total de cellules adhérentes était :

de 2,88.10° aprés 5 jours de culture pour le tissu adipeux épididymaire et abdominal,
de 4,32.10° aprés 5 jours de culture pour le tissu adipeux mésentérique et

rétro-péritonéal.

Les cellules ont été ensemencées et leur répartition a ainsi été :

de 5 760 cellules/cm? pour le tissu adipeux ¢épididymaire et abdominal,

de 5 800 cellules/cm? pour le tissu adipeux mésentérique et rétro-péritonéal.

Coloration rouge alizarine

Les résultats sont représentés dans la Figure N°22.

Les cellules issues du tissu adipeux épididymaire et abdominal et cultivées en milieu
ostéogénique ont synthétisé une matrice extra-cellulaire minéralisée. L’intensité de la
coloration croit de J10 a J30. Les cellules issues du tissu adipeux épididymaire et
abdominal et cultivées en milieu controle n’ont pas synthétis¢é de matrice

extra-cellulaire minéralisée, que ce soit a J10, J21, ou J30.

Les cellules issues du tissu adipeux mésentérique et rétro-péritonéal et cultivées en
milieu ostéogénique ont synthétis€¢ une matrice extra-cellulaire minéralisée. L’ intensité
de la coloration est plus faible que pour le tissu adipeux épididymaire et abdominal, en
particulier a J30. Les cellules issues du tissu adipeux mésentérique et rétro-péritonéal
et cultivées en milieu contrdle n’ont pas synthétis¢é de matrice extra-cellulaire

minéralisée, que ce soit a J10, J21, ou J30.
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Moelle osseuse Moelle osseuse

ostéo

J30

ctle

Figure N°21 : coloration rouge alizarine des cellules issues de la moelle osseuse a J30

Tissus adipeux Tissus adipeux
épididymaire et mésentérique et
abdominal rétro-péritonéal

ostéo

J10
ctle
ostéo

J21
ctle
ostéo

J30
ctle

Figure N°22 : coloration rouge alizarine des cellules issues des différents tissus adipeux

153



3.2. Etude in vivo

3.2.1. Préparation et caractérisation du matériau

L’analyse par diffraction des rayons X a montré que le biomatériau utilisé présentait un
rapport HA/BTCP de 60/40, correspondant a un rapport Ca/P de 1,60. L’¢tude en
spectrométrie infrarouge et en diffraction des rayons X a montré que le phosphate de calcium
obtenu apres frittage était un BPC, aucun carbonate n’ayant été détecté. La MEB couplée a
I’analyse d’image semi-automatisée a montré que le MBCP implanté possédait une porosité
globale de 40 + 10,3%. La MEB couplée a I’analyse d’image semi-automatisée a montré que

le diamétre équivalent moyen des granules était de 781 £+ 148,6 um [19,169,183].

3.2.2. Expérimentation

3.2.2.1. Procédure d’anesthésie

Durant I’irradiation des rates, une seule injection anesthésique a été nécessaire. Il n’y a

pas eu de déces per- ou post-radique immédiat ni 1ié a ’anesthésie dans cette étude.

Durant la procédure chirurgicale, il y a eu a déplorer un déces peropératoire.

3.2.2.2. Procédure d’irradiation

La procédure d’irradiation externe s’est déroulée en elle-méme sans difficulté particuliere.

Un des rats a présenté une entérite radique, caractérisé par une diarrhée importante, sans

doute liée a un mauvais positionnement du rat sous I’écran d’atténuation pendant 1’irradiation.

Par ailleurs, la tolérance immédiate puis jusqu’a I’explantation a été bonne. Il n’y a pas eu
d’incidents liés aux radiations ionisantes, en dehors des effets habituels (type radiodermite
cutanée régressive). Aucun traitement spécifique n’a été nécessaire pour la prise en charge des

effets secondaires de cette irradiation.
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3.2.2.3. Procédure chirurgicale et implantation

3.2.2.3.1. Création des défauts osseux et implantation

Durant la chirurgie, un décés peropératoire est survenu sur le rat présentant une entérite

radique.

Au total, les défauts osseux ont été comblés :

- par des granules de BCP seuls (n = 12),

- par des granules de BCP associés a de la MOT (n = 12),

- par des granules de BCP associés aux MO CSMs (n = 10),

- par des granules de BCP associés aux AT CSMs (n = 10).

e Préparation des « matériaux de comblement »

o Comblement par granules de BCP seuls

Les comblements par granules de BCP seuls se sont déroulés sans probleme.

e Comblement par granules de BCP associés a de la MOT
o Prélevement de moelle osseuse

Le recueil de la moelle osseuse s’est révélé simple.

Les résultats montrent la conformité des myélogrammes de la moelle osseuse prélevée
avec les données publiées [177]. La formule médullaire est rapportée dans le Tableau

NeXXII.

La numération cytologique sur cellule de Malassez a montré que la population cellulaire

totale dans 2 fémurs était constituée de 112,05. 10° cellules mononucléées.

o Nombre de cellules implantées

155



L’association de MOT aux granules de BCP et leur implantation se sont déroulées sans
probléme. Le nombre total de cellules implantées dans chaque défaut osseux était de 2,8.10°

cellules (1/40 de 112,05.10° cellules).

e Comblement par granules de BCP associés aux MO CSMs
o Prélevement de moelle osseuse

La numération cytologique sur cellule de Malassez a montré que la population cellulaire

totale dans 2 fémurs était constituée de 111,36.10° cellules mononucléées.

o Nombre total de cellules adhérentes

Le nombre total de cellules adhérentes a partir de 2 fémurs était de 6,24.10° aprés 13 jours

de culture. Les cellules étaient a confluence dans la Flasque F75.

o Nombre de cellules implantées

Le nombre de cellules implantées dans chaque défaut osseux était de 156 000 MO CSMs
(1/40 de 6,24.10° cellules adhérentes).

o Comblement par granules de BCP associés aux AT CSMs
o Prélevement de tissu adipeux

Le recueil de tissu adipeux épididymaire s’est révélé simple. La numération cytologique
sur cellule de Malassez a montré que la population cellulaire totale était constituée de 71.10°

cellules mononucléées pour le tissu adipeux épididymaire prélevé.

o Nombre total de cellules adhérentes

Les cellules étaient a confluence dans la Flasque F75 aprés 7 jours de culture. Le nombre

total de cellules adhérentes était de 5.10° aprés 13 jours de culture.

o Nombre de cellules implantées
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Toutes les cellules adhérentes ont été¢ implantées et réparties équitablement dans chaque
défaut osseux. Ainsi, le nombre de cellules implantées dans chaque défaut osseux était de

500 000 AT CSMs (5.10° cellules adhérentes).
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Tableau N°XXII : analyse cytologique du myélogramme de la moelle osseuse totale

recueillie et implantée (résultats exprimés en pourcentage par type cellulaire)

3.2.2.3.2. Stabulation

Aucune infection n’a été constatée apres la chirurgie des animaux. Il n’y a pas eu par
ailleurs de manifestation de type Graft Versus Host Disease (GVHD) apres la mise en place

des greffes de moelle osseuse inter-individuelles, ni des cellules souches mésenchymateuses.
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3.2.3. Etude des explants

3.2.3.1. Colorations et étude histologique

Les observations histologiques ont été effectuées afin de déterminer les interactions entre
I’0os et le matériau et la morphologie de la néoformation osseuse. Une repousse osseuse a
surtout été observée au sein des défauts osseux implantés avec des granules de BCP associés a

une greffe de moelle osseuse totale.

Dans le groupe témoin implanté avec des granules de BCP seuls, une bordure ostéoide et
un os de repousse jeune (os tissé) étaient parfois observés en petite quantité au contact des
granules, témoignant d’un faible effet d’ostéoconduction du biomatériau. Cependant, le
contact entre 1’os de repousse et les granules de BCP était direct, sans interface fibreuse ni
encapsulation. Un phénomeéne de fibrose pouvait dans certains cas également étre observé

entre les granules ou a leur contact (Figure N°23A).

Dans le groupe implanté avec des granules de BCP associés a une greffe de moelle
osseuse totale, des travées osseuses issues de la profondeur de la perte de substance étaient
nettement observées. Ces travées osseuses €taient beaucoup plus denses et plus nombreuses
que dans le groupe implanté avec des granules de BCP seuls. Cette néoformation osseuse était
mise en évidence a la périphérie des granules, a leur contact, mais également dans 1’épaisseur
des granules, dans les espaces macroporeux. La néoformation osseuse était visible sous la
forme d’une apposition osseuse débutant sous une bordure ostéoide, surtout visualisée par les
colorations au Pentachrome de Movat. Des structures vasculaires étaient également observées
sur diverses coupes et ainsi que la présence de moelle osseuse entre les travées osseuses

néoformées (Figure N°23B).

Dans le groupe implanté avec des granules de BCP associés aux MO CSMs, une tres
faible néoformation osseuse était observée. Le plus souvent, un aspect de fibrose était observé

au contact des granules de BCP ainsi qu’un aspect de cellules inflammatoires (Figure N°24A).
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Dans le groupe implanté avec des granules de BCP associés aux AT CSMs, une tres faible
néoformation osseuse était également observée. Le plus souvent, un aspect de fibrose était
observé au contact des granules de BCP et entre ces granules. Par ailleurs, des « espaces »
constitués de lacunes visibles en microscopie étaient souvent présents entre la fibrose et les
granules : ces espaces laissaient supposer la présence de tissu adipeux ou d’adipocytes au

contact du biomatériau (Figure N°24B).

La résorption des granules de BCP pouvait également étre observée sur les différentes

coupes par des cellules multinucléées (Figures N°25A et N°25B).

Figures N°23 : défauts osseux irradiés colorés au Pentachrome de Movat

A — Comblement par BCP seul : faible repousse osseuse et fibrose au contact du

matériau (*)

B — Comblement par BCP - MOT : os néoformé au contact et entre les granules de BCP

(*), moelle osseuse entre les travées d’os néoformé
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A B

Figures N°24 : défauts osseux irradiés colorés au Pentachrome de Movat

A — Comblement par BCP - MO CSMs : fibrose et aspect de cellules inflammatoires au

contact du matériau (*)

B — Comblement par BCP - AT CSMs : fibrose et « lacunes adipocytaires » au contact

du biomatériau (*)

A B

Figures N°25 : défauts osseux irradiés colorés au Pentachrome de Movat
A — Comblement par BCP seul : cellule multinucléée au contact du biomatériau (*)

B — Comblement par BCP - MO CSMs : cellule multinucléée au contact du matériau (*)
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3.2.3.2. MEB, analyse d’image et analyse statistique

3.2.3.2.1. Etude de la repousse osseuse

e Etude qualitative

Les observations effectuées de I’interface os-matériau corroboraient les observations portées

en microscopie photonique.

Seule une trés faible néoformation osseuse a été observée au sein des défauts osseux irradiés

et implantés avec des granules de BCP seuls (Figure N°26A).

Une néoformation osseuse centripéte a été observée au sein des défauts osseux irradiés et
implantés avec des granules de BCP associés a une greffe de MOT. Un contact intime a été
observé entre les granules de BCP et 1’0os néoformé ; les observations ont montré que 1’0s
néoformé était au contact des granules de BCP mais également dans les espaces

inter-granulaires (Figure N°26B).

Seule une tres faible néoformation osseuse a été observée au sein des défauts osseux irradiés
et implantés avec des granules de BCP associés soit aux MO CSMs (Figure N°26D), soit aux
AT CSMs (Figure N°26C).

e Etude quantitative

La quantité d’os néoformé était de 9,10% + 5,75 aprés implantation de granules de BCP seuls

en terrain irradié.

La quantité¢ d’os néoformé était de 16,56% + 9,54 apreés implantation de granules de BCP

associés a une greffe de MOT en terrain irradié.

La quantit¢ d’os néoformé était de 6,26% + 5,02 aprés implantation de granules de BCP

associés aux MO CSMs en terrain irradié.

La quantit¢ d’os néoformé était de 8,04% + 12 aprés implantation de granules de BCP

associés aux AT CSMs en terrain irradié.

Les résultats quantitatifs et statistiques de la repousse osseuse sont rapportés dans le Tableau

NOXXIII et la Figure N°27.
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Figures N°26 : défauts osseux en MEB (bar =200 pm)

A — Echantillon témoin comblé avec des granules de BCP seuls apres irradiation
préalable : absence de néoformation osseuse au sein de la perte de substance

B - Echantillon avec perte de substance implantée par des granules de BCP associés a
une greffe de MOT apreés irradiation : la néoformation osseuse est plus abondante, un
contact intime est observé entre I’os et les particules de BCP

C — Echantillon témoin comblé avec des granules de BCP associés aux AT CSMs apreés
irradiation préalable : absence de néoformation osseuse au sein de la perte de substance

D — Echantillon témoin comblé avec des granules de BCP associés aux MO CSMs aprés
irradiation préalable : faible néoformation osseuse au sein de la perte de substance
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Valeur de p
BCP seul - BCP + MOT 0,026 S
BCP seul - BCP + MO CSM 0,543 ns
BCP seul - BCP + AT CSM 0,919 ns
BCP + MOT - BCP + MO CSM 0,002 S
BCP + MOT - BCP + AT CSM 0,011 S
BCP + MO CSM - BCP + AT CSM 0,577 ns

Tableau N°XXIII : résultats des tests statistiques de la repousse osseuse en fonction du

type de comblement effectué

% os néoformé

30

25

20

15

10

BCP seul MOT MOCSM ATCSM

Figure N°27 : repousse osseuse exprimée en pourcentage d’os néoformé dans les défauts

osseux irradiés (* : p < 0,01 versus BCP seul, AT CSM et MO CSM)

La quantité d’os néoformé apres implantation de granules de BCP associés a une greffe de
MOT ¢était significativement supérieure a celle obtenue apreés implantation de granules de
BCP seuls ou apres implantation d’une association de granules de BCP aux MO CSMs ou aux

AT CSMs en terrain irradié.
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3.2.3.2.2. Etude de la dégradation du matériau

e [Etude quantitative

La quantité de granules de BCP restant était de 25,05% + 7,65 aprés implantation de granules

de BCP seuls en terrain irradié.

La quantité de granules de BCP restant était de 23% =+ 6,46 apres implantation de granules de

BCP associés a une greffe de MOT en terrain irradié.

La quantité de granules de BCP restant était de 29,41% + 6,92 aprés implantation de granules

de BCP associés aux MO CSMs en terrain irradié.

La quantité de granules de BCP restant était de 28,50% + 8,17 aprés implantation de granules

de BCP associés aux AT CSMs en terrain irradié.

Les résultats quantitatifs et statistiques de la dégradation de la céramique sont rapportés dans

le Tableau N°XXIV et la Figure N°28.

Valeur de p
BCP seul - BCP + MOT 0,643 ns
BCP seul - BCP + MO CSM 0,836 ns
BCP seul - BCP + AT CSM 0,809 ns
BCP + MOT - BCP + MO CSM 0,457 ns
BCP + MOT - BCP + AT CSM 0,810 ns
BCP + MO CSM - BCP + AT CSM 0,622 ns

Tableau N°XXIV : résultats des tests statistiques de la dégradation de la céramique de

BCP en fonction du type de comblement effectué
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Figure N°28 : dégradation de la céramique de BCP en fonction de I’association d’une

greffe de MOT, de MO CSMs ou d’AT CSMs
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4. DISCUSSION

A notre connaissance, cette étude était la premicére a évaluer la reconstruction osseuse a
I’aide d’un biomatériau phosphocalcique associé¢ soit a une greffe de moelle osseuse totale,
soit a des cellules souches mésenchymateuses issues de moelle osseuse ou de tissu adipeux

dans un os préalablement irradié.

Le mod¢le animal utilisé dans cette ¢tude était le méme que dans 1’étude précédente. 11
s’est efforcé de s’approcher au plus prés des conditions de traitement oncologique de tumeurs
localisées au niveau des VADS et avait pour objectif de reproduire les séquelles d’irradiation
de I’0s. La race de rats consanguins de souche Lewis Al-haplotype RT1* (Centre d’élevage R.
Janvier, Le Genest St. Isle, France) a été choisie en raison de sa tolérance a une allogreffe
tissulaire [176]. Aucun traitement immunosuppresseur n’a été nécessaire pour cette étude et
ce modele de rat a permis d’éviter le rejet de greffe et la maladie du greffon contre 1’hote. Le
choix d’une irradiation en unidose a permis de limiter les fractionnements et donc le nombre
d’anesthésies des animaux. L unidose de 20 grays de rayons X qui a été délivrée correspond a
I’équivalent biologique de séquelles d’irradiation a 60 Gy délivrés de fagon fractionnée. Le
choix du site d’irradiation retenu a été les membres inférieurs des animaux, en raison de la
difficult¢ de concevoir une méthode de radioprotection encéphalique et médullaire
suffisamment fiable en cas d’irradiation faciale. L’irradiation des animaux a provoqué pour
I’un d’entre eux une entérite radique (syndrome gastro-intestinal) ; ce syndrome est un effet
secondaire d’une irradiation de 1’abdomen entrainant une perte de I’intégrité de la barricre
¢épithéliale consécutive a la dénudation de 1’épithélium intestinal [184]). Celui-ci a entrainé
une fragilité accrue de I’animal, mort en peropératoire. Cet effet secondaire est connu et peut
également survenir chez I’homme lors d’une irradiation a forte dose. Il peut se compliquer de
pertes hydro-minérales importantes et voire d’une septicémie pouvant mettre en jeu le
pronostic vital du patient [184,185]. En dehors de ce cas, il n’y a pas eu de complication
majeure liée a I’irradiation. Les incidents survenus (radiodermite et dépilation) étaient ceux

habituellement rencontrés avec ce type d’irradiation localisée.

Le choix de I’utilisation de granules de BCP comme biomatériau de substitution osseuse a
été effectué en raison de 1’effet cumulé sur la néoformation osseuse obtenue apres association

de ces granules a une greffe de moelle osseuse totale en terrain irradié [19]. La qualité et la
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richesse de la moelle osseuse obtenue par vidange du fit médullaire fémoral (« flush-out »)
¢taient conformes aux données publiées relatives au contenu de la moelle osseuse du rat [177]
et aux données de nos précédentes études [19,182]. Le choix de 'utilisation de CSMs issues
de moelle osseuse totale a été effectu¢ en raison des capacités de différenciation
ostéoblastique de ces cellules [138,139]. De la méme fagon, le choix de I'utilisation de CSMs
issues du tissu adipeux a été effectué en raison de ces mémes propriétés de différenciation
ostéoblastique démontrées plus récemment [140,141]. L’idée d’utiliser des cellules issues du
tissu adipeux était trés séduisante en raison de la plus grande complexité d’obtention de
moelle osseuse chez I’homme. De plus, le volume obtenu est plus faible et la qualité¢ de la
moelle osseuse diminue avec 1’age [145,146]. L’obtention de tissu adipeux humain
(liposuccion) est effectivement plus aisée que I’obtention de moelle osseuse (créte iliaque
[124]) et la quantité disponible plus importante. Par ailleurs, il semblerait que le taux de
CSMs issues du tissu adipeux ne diminue pas avec 1’age de ’individu [144]. La mise en
culture des cellules issues de la moelle osseuse totale et du tissu adipeux épididymaire des rats
LewislA a permis leur prolifération in vitro conforme aux données habituellement publiées
[124]. Par ailleurs, 1’utilisation d’un milieu ostéogénique a permis a ces cellules de produire

une matrice extra-cellulaire minéralisée.

L’implantation de granules de BCP seuls apres irradiation s’est accompagnée d’une faible
repousse osseuse, sous la forme de travées osseuses tres peu nombreuses, mais au contact du
biomatériau. Cette néoformation osseuse a prédominé dans les espaces profonds, a partir de
1’os situé en périphérie de la perte de substance. Un phénoméne de fibrose a été¢ dans certains
cas observé entre les granules de BCP ou a leur contact au sein des défauts osseux irradiés.
Ces observations ont illustré d’une part la biotolérance et biocompatibilité du matériau utilisé
et d’autre part, la propriété d’ostéoconduction de ce méme biomatériau, bien que faible au
sein d’un os irradié. Ces résultats étaient similaires a ceux d’une précédente étude utilisant
¢galement des granules de BCP [19] et a ceux utilisant un biomatériau injectable [182].
Certains auteurs ont émis des réserves quant a la qualité de 1’ostéointégration de céramiques
de phosphates de calcium en territoire irradi¢ [17,113]. En effet, le contact précoce entre le
biomatériau implanté et les cellules du remodelage osseux indispensable a une stimulation des
processus de croissance est déficient en territoire irradi¢. Des modifications interviennent a
tous les niveaux du processus de formation osseuse et de son remodelage aboutissant a une

diminution des capacités de cicatrisation et de réparation osseuse [63,64].
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La repousse osseuse ¢€tait significativement plus dense lors d’une association de moelle
osseuse totale aux granules de BCP. L’apposition osseuse était observée sous la forme d’un os
jeune, disposé autour des granules de BCP. Cette néoformation osseuse était observée a
proximité de I’os résiduel, mais également en profondeur des zones implantées, entre les
granules de BCP et au sein de leurs espaces poreux. Ces résultats étaient concordants avec
ceux d’une précédente étude utilisant ¢galement des granules de BCP [19] et ceux de notre
deuxieme étude utilisant un biomatériau injectable [182]. Cette néoformation osseuse
témoigne d’un processus différent de 1’ostéoconduction simple, puisque la formation osseuse
n’est pas seulement guidée par la surface des granules de BCP, mais semble débuter
¢galement au sein des espaces poreux. La moelle osseuse totale comporte, en plus de toutes
les autres cellules, deux types de cellules souches, les CSMs et les CSHs, impliquées dans
I’homéostasie osseuse et dans le renouvellement des cellules sanguines périphériques matures
[52]. La déplétion médullaire post-radique explique en partie les faibles capacités de
cicatrisation d’un os irradi¢ [48-51]. Il est donc possible de supposer que certaines cellules
issues de la greffe de moelle osseuse totale mise en place avec les granules de BCP en terrain
irradié aient été capables d’adhérer et de se différencier a la surface du matériau implanté pour

favoriser une néoformation et un remodelage osseux.

L’association de CSMs issues de la moelle osseuse totale aux granules de BCP n’a pas
permis d’augmenter la néoformation osseuse en terrain irradié. Pourtant, certains auteurs ont
montré que 'utilisation des CSMs issues de moelle osseuse en comparaison avec de la moelle
osseuse totale permettait une meilleure néoformation osseuse, en particulier lors de
’utilisation de CSMs prédiftérenciées [159,186]. Néanmoins, ces résultats ont ét€ montrés en
site osseux non irradi¢ [187]. L’altération de la cicatrisation osseuse post-radique est en partie
liée a une hypovascularisation radio-induite [54,55]. Dans notre étude, ’utilisation de CSMs
non différenciées avait également pour objectif de laisser toutes les potentialités de
différenciation a ces cellules ; en effet, certains auteurs ont démontré que les CSMs pouvaient
s’orienter, dans certaines conditions, vers un phénotype de cellules endothéliales et favoriser
ainsi la néovascularisation [147-149]. Néanmoins, la présence d’une cytokine, le VEGF, est
¢galement requise pour favoriser cette orientation ; or, Dudziak et Coll. ont montré une
diminution post-radique de la production de VEGF [47]. Ainsi, 'utilisation d’une greffe de
MOT a pu permettre d’apporter localement les CSMs et les CSHs mais également les

nombreux facteurs de croissance indispensables a la cicatrisation osseuse [181]. La sélection
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et ’utilisation de CSMs seules n’ont pas apporté ces CSHs et facteurs de croissance, ce qui

pourrait expliquer I’absence de néoformation osseuse observée dans cette étude.

L’association de CSMs issues du tissu adipeux aux granules de BCP n’a pas non plus
permis d’augmenter la néoformation osseuse en terrain irradié. De plus, des « lacunes »
visibles en microscopie photonique ont été fréquemment observées au contact des granules de
BCP, laissant supposer la présence de tissu adipeux. Une nécrose médullaire peut parfois étre
observée sous forme graisseuse apres irradiation, néanmoins les « lacunes » n’ont été
observées qu’au contact du biomatériau implanté. Ces « lacunes » pourraient étre liées a la
présence d’adipocytes mis en culture et implantés malgré la procédure d’isolation des CSMs.
Enfin, ces « lacunes » pourraient étre liées a une orientation des CSMs sélectionnées vers un
phénotype d’adipocytes ; en effet, les CSMs issues d’un tissu adipeux s’orientent vers un
phénotype ostéoblastique uniquement en présence de conditions de culture adéquates [141],

1’0s irradié ne constituant sans doute pas un environnement favorable pour cette orientation.

Néanmoins, il serait intéressant d’évaluer ces mémes associations, MO CSMs et
AT CSMs aux granules de BCP, en territoire ectopique, sous-cutané ou intra-musculaire. En
effet, Ohgushi et Coll. ont montré qu’une association de CSMs a un biomatériau implanté en

site ectopique sous-cutané permettait d’obtenir un effet ostéoinducteur [18].
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5. CONCLUSION

L’étude de la reconstruction osseuse a I’aide d’un biomatériau associé soit a une greffe de
MOT, soit a des CSMs issues de moelle osseuse ou de tissu adipeux n’avait jamais ét€ menée

jusqu’a présent dans un os préalablement irradié.

Le mode¢le animal utilisé dans cette étude et les résultats obtenus confortent les études
réalisées au préalable [19,182]. Ce modele animal expérimental a permis en effet d’envisager
I’allogreffe de moelle osseuse et I’adjonction de CSMs grace a I’utilisation d’un modele

animal consanguin sans | utilisation de traitement immunosuppresseur.

Cette étude confirme par ailleurs que les granules de BCP implantés en territoire irradi¢
sont ostéoconducteurs mais que leur utilisation seule ne permet pas une réparation osseuse
significative. La réalisation d’une greffe de moelle osseuse totale procure au biomatériau

d’excellentes propriétés ostéoconductrices en territoire irradi€.

L’utilisation de CSMs issues de moelle osseuse ou de tissu adipeux dans cette étude n’a
pas permis d’obtenir une néoformation osseuse significative. Ces résultats sont sans doute liés
a la multiplicité des facteurs intervenant dans la réparation osseuse, néoformation osseuse et

n€o angiogénese.
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V. CONCLUSIONS GENERALES DE L’ETUDE -

PERSPECTIVES
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En pratique clinique quotidienne, les chirurgiens sont confrontés aux difficultés de la
reconstruction osseuse apres chirurgie d’exérése d’une nouvelle tumeur, d’une récidive
tumorale en territoire irradié ou apres résection d’une ostéoradionécrose. Par ailleurs, ils sont
¢galement confrontés aux capacités de cicatrisation réduites apres extraction dentaire ou lors
de la mise en place d’implants intra- ou extra-oraux susceptibles de déclancher une

ostéoradionécrose apres une irradiation cervico-faciale.

Dans ce contexte, cette étude a eu pour but d’évaluer la place que pouvaient prendre les
substituts osseux phosphocalciques, sous diverses formes galéniques, et I’intérét de leur
associer une greffe de cellules autologues, moelle osseuse totale ou CSMs, en territoire

irradié.

Ces ¢études ont ét¢ menées chez I’animal, étape préalable indispensable avant d’envisager
des essais cliniques humains. Dans un premier temps, ce travail a permis 1’évaluation des
manifestations radiologiques et anatomopathologiques de trés fortes doses d’irradiation sur
I’histopathologie et la cicatrisation osseuses et la mise au point d’un nouveau mode¢le animal
de séquelles d’irradiation et d’ostéoradionécrose localisée capable de servir de base a 1’étude

de thérapeutiques basées sur 1’ingénierie tissulaire osseuse.

Dans un second temps, cette étude a eu pour but de définir le comportement de substituts
osseux phosphocalciques, sous forme de granules ou sous forme injectable, mis en place au
sein de pertes de substances crées apres une irradiation a des doses thérapeutiques et d’évaluer
leur efficacité dans la reconstruction osseuse. Le modéle utilisé s’est révélé fiable,

reproductible et a permis I’obtention de résultats qualitatifs et quantitatifs.

Le phosphate de calcium, utilisé sous forme de granules ou sous forme injectable, était
biotoléré en territoire irradié. Il n’y a eu ni rejet, ni infection. Néanmoins, I’ostéoconduction
du matériau était trés faible lors de son implantation dans un site porteur de séquelles
d’irradiation. Les propriétés d’ostéoconduction étaient trés limitées et la néoformation osseuse
non significativement augmentée par le biomatériau seul, quelle que soit la forme galénique

testée.

L’apport de moelle osseuse totale a montré quant a elle améliorer de fagon significative la
repousse osseuse en territoire irradié. La néoformation osseuse, apres implantation dans un

site de séquelles d’irradiation d’un biomatériau associé¢ a une greffe de moelle osseuse totale,

173



a permis d’atteindre la quantit¢ d’os néoformé obtenue dans un défaut osseux non irradi€.
L’adjonction de moelle osseuse totale a amélioré significativement les propriétés
ostéoconductrices du biomatériau implanté. Les probables carences de structures vasculaires
dans I’environnement péri-implantaire et les probables diminutions de cellules souches au
sein de cet os irradi¢ ne permettraient pas de fournir pas au matériau implanté les populations

cellulaires et facteurs de croissance nécessaires a la néoformation osseuse.

L’adjonction de CSMs seules au biomatériau n’a pas apporté d’amélioration significative
de la qualité¢ de la repousse osseuse. Ces résultats peuvent s’expliquer notamment par la
déplétion médullaire radio-induite et par la déficience des facteurs ostéogéniques et

angiogéniques initiant la réparation osseuse.

Les résultats obtenus dans ce travail confortent les travaux préalablement initiés. Ils
permettent d’envisager sérieusement l’intérét de comblements osseux par des substituts
osseux phosphocalciques associés a des cellules de moelle osseuse totale en territoire
préalablement irradié. Des travaux complémentaires auront pour objectif de préciser les
limites des indications de ces thérapeutiques et de préciser le devenir des cellules implantées
dans les phénomeénes d’ostéogénése, d’angiogénese, ... Les techniques d’ingénierie tissulaire
osseuse utilisées pourront étre testées dans des conditions extrémes et en particulier dans un
site d’ostéoradionécrose. Quoiqu’il en soit, ’efficacité de telles thérapeutiques en territoire
irradié semble résider dans ’apport exogene de moelle osseuse totale. La potentialisation de
ces techniques d’ingénierie tissulaire pourrait également étre envisagée par adjonction de
CSMs, prédifférenciées ou non, a un biomatériau implanté avec une greffe de moelle osseuse

totale.
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PROCEDURE DE COLORATION A L’ HEMATOXYLINE PHLOXINE SAFRAN (HPS)

ANNEXE 1 :

e Etapes de la coloration a I’ Hématoxyline Phloxine Safran

Etapes Durée

Toluene 5 minutes
Toluéne 5 minutes
Alcool 100% 2 minutes
Alcool 100% 1 minutes
Eau 3 minutes
Hémalun 8 minutes
Eau 3 minutes

Acide trichloracétique

10 secondes

Eau 1 minute
Lithium 30 secondes
Eau 1 minute
Phloxine 3 minutes
Eau 1 minute

Alcool 100%

30 secondes

Alcool 100%

30 secondes

Safran

30 secondes

Alcool absolu

30 secondes

Alcool absolu

30 secondes

Toluéne

1 minute

Toluéne

1 minute
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e Résultats de la coloration a I’ Hématoxyline Phloxine Safran

Noyau Bleu foncé
Cytoplasme Rose
Fibres de collagene Jaune-Orang¢
Erythrocyte Rouge

e Préparation des produits pour la coloration a I’ Hématoxyline Phloxine Safran
o Hémalun
Solution préte a I’emploi
o Acide trichloracétique a 3%
M¢élanger 30g d’acide trichloracétique en poudre a 1 1 d’eau du robinet
o Lithium
Carbonate de lithium a saturation dans 1’eau du robinet
o Phloxine
Meélanger 12,5 g de phloxine en poudre a 2,5 | d’eau du robinet

o Safran

M¢élanger 20 g de safran en poudre a 1 1 d’alcool absolu (laisser reposer 48 h a I’étuve a 56°C)
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ANNEXE 2 :

PROCEDURE D’INCLUSION DANS LE METHYL-METHACRYLATE (MMA) A —20°C

e Fixation de I’échantillon dans une solution de fixation (ex : formol neutre).

e Déshydratation de I’échantillon :

©)

o

o

Alcool a 70° pendant "4 d’heure,

Alcool a 80° pendant % d’heure,

Alcool a 90° pendant % d’heure,

Alcool a 95° pendant "4 d’heure,
Alcool a 100° pendant %4 d’heure,
Alcool a 100° pendant %4 d’heure.

e Imprégnation de I’échantillon :

o 50% alcool a 100° et 50% Méthyl-Méthacrylate purifi¢ (PMMA) pendant 24h,

o Me¢éthyl-Méthacrylate purifi¢ pur pendant 24h.

e Inclusion de 1’échantillon :

o Premiere étape :

Placement de 1’échantillon a inclure au centre du flacon en verre,
Remplissage d’une solution de 90% de PMMA + 10% de
dibutylphtalate + 1% de peroxyde de benzoyle,

Remplissage du flacon jusqu’au bord (flacon non fermé),

Placement du flacon dans une cloche a vide, pendant 2 heures, a 4°C.

o Deuxiéme étape :

Remplacement de cette solution par 10ul de N,N diméthyl-p-toluidine /
ml de solution de PMMA,

Fermeture hermétique du flacon,

Immersion dans un cristallisoir rempli d’alcool a 70°,

Placement de I’ensemble au congélateur a —20°C pendant 24h,

La polymérisation se poursuit a température ambiante pendant 48h

avant I’exploitation de 1’échantillon.
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ANNEXE 3 :

PROCEDURE DE COLORATION PAR LE SOLOCHROME-CYANINE R SUR RESINE MMA

o [Etapes de la coloration au Solochrome-Cyanine R

Etapes

Durée

Immersion dans 1’eau distillée

Quelques minutes

Coloration Solochrome-Cyanine R :
Solochrome-Cyanine R (1g) + acide acétique glacial (2ml)

+ eau distillée 98ml

1 heure

Diftférenciation a I’eau chaude (35°C) jusqu’a épuisement du colorant

Quelques minutes

Déshydratation a I’alcool a 100%

2 x 10 minutes

Remplacement de 1’alcool par le toluéne

e Résultats de la coloration au Solochrome-Cyanine R

Tissu ostéoide Rouge
Tissu calcifié Gris-Bleu
Front de calcification Bleu foncé
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ANNEXE 4 :

PROCEDURE DE PREPARATION DU MILIEU DE TRANSPORT ET DU MILIEU DE CULTURE
COMPLET

Le milieu de culture et le milieu de transport ont été¢ préparés de fagon stérile sous hote

dans une Flasque F75.

e Milieu de transport
— 220 ml (88%) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco, Eragny, France)
— 25 ml (10%) Sérum de Veau Feetal (SVF, PAN biotech)

— 2,5ml (1%) Pénicilline/Streptomycine (pénicilline G a 10* Ul/ml et streptomycine a

10* pg/ml, Gibco, Eragny, France)

e Milieu de culture complet N°1
- 220 ml (88%) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco, Eragny, France)
- 25 ml (10%) Sérum de Veau Feetal (SVF, PAN biotech)
- 2,5ml (1%) L-glutamine (L-glut Gibco, Eragny, France)

- 2,5ml (1%) Pénicilline/Streptomycine (pénicilline G & 10* U/ml et streptomycine a

10* pg/ml, Gibco, Eragny, France)

e Milieu de culture complet N°2
— 220 ml (88%) Alpha Modified Eagle’s Medium (aMEM, Gibco, Eragny, France)
— 25 ml (10%) Sérum de Veau Feetal (SVF, PAN biotech)
- 2,5ml (1%) L-glutamine (L-glut Gibco, Eragny, France)

— 2,5ml (1%) Pénicilline/Streptomycine (pénicilline G a 10* Ul/ml et streptomycine a

10* ug/ml, Gibco, Eragny, France)
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ANNEXE 5 :

PROCEDURE DE PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE OSTEOGENIQUE

Composition du milieu ostéogénique

-  DMEM, 10% SVF, 1% P/S, 1% L-Glut
- B-glycérophosphate 10mM

- Acide ascorbique 50uM

- Vitamine D 0.01puM

Préparation du milieu ostéogénique (55 ml)
— B-glycérophosphate : Mw = 216g/mol

o préparer une solution concentrée de 10 ml a 500 mM
= peser 1,085¢g de B-glycérophosphate
= diluer dans 10 ml de DMEM
= filtrer sur 0,22 pm
= ensuite prélever 1,1 ml et mettre dans 53,9 ml de milieu complet
(DMEM, 10% SVEF, 1% P/S, 1% L-Glut)

— Acide ascorbique : Mw = 198.11g/mol

o préparer une solution concentrée de 10 mla 1 M
= peser 1,98g d'acide ascorbique
= diluer dans 10 ml de DMEM
= filtrer sur 0,22 pm
= prélever 2,75 pl et mettre dans 55 ml de milieu complet contenant le
-glycérophosphate

—  Vitamine D : solution en stock de 50 pla 10° M
o prendre une aliquote de 50 ul de vit D 10°M

o mettre 55 pl dans 55 ml de milieu complet contenant le 3-glycérophosphate et
’acide ascorbique
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ANNEXE 6 :

PROCEDURE DE COLORATION AU ROUGE ALIZARINE

Afin de déterminer la minéralisation de la matrice extra-cellulaire, une coloration rouge

alizarine est réalisée sur les cellules cultivées en plaque de 6 puits en présence d’un milieu

ostéogénique et d’un milieu controle.

e Etapes de la coloration au Red alizarine

Semer les cellules

Prendre 1 Flasque F75 de cellules (MO CSMs ou AT CSMs)

Enlever le milieu de culture
Mettre 5 ml de trypsine/EDTA

Incuber 2 min a 37°C

Récupérer les 5 ml et les mettre dans 10 ml de DMEM + 10% SVF

Centrifuger 8 min a 1200 rpm

Reprendre le culot dans 10 ml de milieu de culture complet N°1 (DMEM,

10% SVF, 1% P/S et 1% L-glut)

Compter les cellules au bleu trypan

Répartir 50 000 a 100 000 cellules par puits (fonction nombre de cellules

obtenues) dans des plaques de 6 puits.

Semer les cellules selon schéma suivant :

v

J15 J30

CSMs CSMs

Milieu R Milieu contole
controle >

CSMs R CSMs

Milieu e Milieu
controle controle

v
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- Multiplication et différenciation des cellules

o Changer le milieu de culture des puits supérieurs avec du milieu ostéogénique
frais, tous les deux a trois jours
o Changer le milieu de culture des puits inférieurs avec du milieu contréle N°1,
tous les deux a trois jours
CSMs R CSMs
Milieu - Milieu R
ostéogénique ostéogénique i
CSMs CSMs
Milieu % Milieu >
contrdle g controle

¢ Rouge alizarine

Rouge alizarine de Sigma-Aldrich. Utilisation d’une solution de rouge alizarine 2% a pH 4,2.

- Coloration rouge alizarine

(@]

(@]

Enlever le milieu de culture (contrdle et ostéogénique)

Incuber avec le rouge alizarine filtré pendant 2 min (1 ml pour une plaque de
6 puits)

Rincer 3 fois a 1'eau distillée (pour éliminer les excés de colorant)

Les cellules sont observées en microscopie photonique a contraste de phase.
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ANNEXE 7 :

PROCEDURE D’ISOLATION DE CELLULES STROMALES A PARTIR DE TISSU ADIPEUX DE RAT

Les prélevements de tissu adipeux sont transportés de I’UTE au laboratoire dans 20 ml de

milieu de transport.

Les prélévements sont ensuite transférés dans une solution de collagénase (sigma
collagénase crude type I A C-2674) dans HBSS (51 de collagénase dans HBSS a
Img/ml + 20 ml d’HBSS) : 1 g de tissu adipeux dans 25 ml de suspension de collagénase.

Le tissu adipeux est coupé dans la solution de collagénase avec des ciseaux a bout rond.

Incubation a 37°C sous agitation (150 strokes/min) pendant 1 heure (la suspension devient

crémeuse)
Récupérer les tubes et ajouter 1 volume de DMEM + 10% SVF pour stopper la réaction.
Laisser décanter quelques minutes sous hotte jusqu’a I’obtention de 2 phases :
o Une phase supérieure contenant la graisse et les adipocytes,
o Une phase inférieure contenant la fraction stromale.
Centrifuger pendant 5 minutes a 1200 tours/min.
Jeter la phase adipocytaire supérieure par aspiration a la pipette.
Resuspendre la phase inférieure et filtrer la phase inférieure sur tamis cellulaire de 70 pm.
Centrifuger 8 min a 1200 tours/min.

Rincer les cellules avec le milieu de culture complet et on peut répéter la centrifugation

pour bien rincer les cellules.
Compter les cellules au bleu trypan.
Semer les cellules.

Changer le milieu de culture tous les deux jours, conserver ces cellules sub-confluentes

pour éviter une différenciation spontanée.
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ANNEXE 8 :

PROCEDURE D’INCLUSION DANS LE GLYCOL-METHACRYLATE (GMA)

e La fixation a été réalisée en extemporané dans un milieu composé de paraformaldéhyde a

4% dans un tampon phosphate (PBS, Seroderm, Berlin, Allemagne) pendant 72 heures a 4°C.

e La déshydratation a ¢té réalisée dans des bains successifs d’éthanol de degré croissant
(70, 80, 95, puis 100°) durant 36 heures chacun a 4°C. Puis les échantillons ont été placés

dans I’acétone pure pendant 36 heures a 4°C.

e L’imprégnation a été réalisée en résine Glycol-Méthacrylate (GMA) dans deux bains

successifs pendant un total de 7 jours a -20°C.

Le Glycol-Méthacrylate (GMA) a été fabrique par un mélange de :
- Méthyl-Méthacrylate (Osi Produits Chimiques, Saint-Quentin Fallavier, France)
- Polyéthyléne-Glycol 400 (Prolabo, Paris, France)

- Peroxyde de Benzoyle (Merck Produits Chimiques, Darmstadt, Allemagne).

e L’inclusion en résine GMA a ét¢é réalisée avec milieu initiateur pendant 72 heures a 4°C.
La polymérisation de la résine a été initialisée a 1’aide du milieu initiateur, composé de
N-N-Diméthyl-Alanine (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) et de Propanol-2

(Prolabo Recaptur, Paris, France).
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ANNEXE 9 :

PROCEDURE DE COLORATION PAR LE TRICHROME DE GOLDNER SUR RESINE GMA

e Etapes de la coloration au Trichrome de Goldner

Etapes Durée

Eau distillée 15 minutes
Eau distillée 15 minutes
Hématoxyline ferrique de Weigert 20 minutes
Eau du robinet Lavage
Alcool acide 0,5%

Eau du robinet 20 minutes
Ponceau / acide fuschine / azophloxine 5 minutes

Acide acétique 1%

10 secondes

Acide phosphomolybdique / orange G

20 minutes

Acide acétique 1%

10 secondes

Vert lumiére 5 minutes
Eau du robinet Ringage
Blot dry
Ethanol 100° Ringage
Ethanol 100° Ringage
e Résultats de la coloration au Trichrome de Goldner
Noyaux Bleu/Noir
Os minéralisé et collagéne Vert
Cytoplasme Rouge
Les ostéoides Rouge
Erythrocytes Orange
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e Préparation des produits pour la coloration au Trichrome de Goldner

- Hématoxyline ferrique de Weigert
Pour préparer ce colorant, on prépare deux solutions A et B que I’on mélange a volume égal
de maniére extemporanée.
o HCI25%
On ajoute 100 ml d’HCI concentré (37%) a 50 ml d’eau distillée.
o Solution A :
On ajoute 100 ml d’éthanol 95% a 1 g d’hématoxyline cristallisée. On mélange a I’aide d’un
agitateur magnétique. Cette solution doit vieillir un mois a la lumicre du jour avant utilisation.
o Solution B :
On mélange 1,16 g de ferric chloride a 97 ml d’eau distillée, puis on ajoute 3 ml d’HCI 25%.

On mélange a I’aide d’un agitateur magnétique.

- Ponceau de xylidine / fuschine acide
On mélange 1,5 g de Ponceau de xylidine et 0,5 g d’acide fuschine a 98 ml d’eau distillée. On

ajoute ensuite 2 ml d’acide acétique glacial.

- Azophloxine
On mélange 0,5 g d’azophloxine a 99,4 ml d’eau distillée. On ajoute ensuite 0,6 ml d’acide

acétique glacial.

- Ponceau / acide fuschine / azophloxine
On ajoute 12 ml de la solution de Ponceau de xylidine / fuschine acide a 8 ml d’azophloxine,

puis 16 ml d’acide acétique a 1% et 64 ml d’eau distillée.

- Acide phosphomolybdique / orange G
On ajoute 0,6 g d’acide phosphomolybdique a 0,4 g d’orange G et on ajoute 100ml d’eau
distillée.

- Vert lumiére
On ajoute 0,2g de vert lumiére a 99,8ml d’eau distillée et on ajoute 0,2 ml d’acide acétique

glacial.

- Alcool acide

On ajoute 0,5 ml d’acide chlorhydrique a 99,5 ml d’éthanol 70%.

- Acide acétique 1%

On ajoute 1 ml d’acide acétique glacial a 99 ml d’eau distillée.
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ANNEXE 10 :

PROCEDURE DE COLORATION PAR LE PENTACHROME DE MOVAT SUR RESINE GMA

e [Etapes de la coloration au Pentachrome de Movat

Etapes Durée
Bleu alcian 10 minutes
Ringage a I’eau du robinet 5 minutes
Ethanol alcalin 60 minutes
Eau du robinet 10 minutes
Eau distillée Rincer
Hématoxyline ferrique de Weigert 10 minutes
Eau distillée Rincer
Eau du robinet 15 minutes
Eau distillée Rincer
Brillant Crocein/Fushine acide 15 minutes
Acide acétique 0,5% Rincer
Acide phosphotungstique 5% 20 minutes
Acide acétique 0,5% 2 minutes

Alcool 100°

3 X 5 minutes

Safran du Gatinais

60 minutes

Alcool 100°

Quelques secondes

Meéthylcyclohexane

Quelques secondes

e Résultats de la coloration au Pentachrome de Movat

Noyaux Noir/Gris
Cytoplasme Rouge
Fibres de collagene Jaune
Fibres élastiques Rouge

Cartilage calcifié Bleu-Vert

Tissu ostéoide

1.1.1.1. Rouge

Os minéralisé Cartilage

Vert-Jaune brillant
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e Préparation des produits pour la coloration au Pentachrome de Movat

Bleu alcian

- Bleualcian
- Eau distillée

Ethanol alcalin

- Ammonium hydroxyde 25%
- Alcool 95%

Hématoxyline ferrique de Weigert

Solution A4 :

o Hématoxyline crist
o Alcool 95%

- Solution B :

o Ferric chloride
o HCI35%
o Eau distillée

100 ml

1 ml
300 ml

10g
QSP 100 ml

1,16 g
3ml
QSP 100 ml

- Meélanger A et B en parties égales

- L’HCI nécessaire a la préparation de cette solution est obtenu en ajoutant a 100 ml
d’HCIl concentré (27%), 50 ml d’eau distillée

Brillant Crocein/Fushine acide

- Solution A :
o Brillant Cocein
o Eau distillée
o Acide acétique glacial

- Solution B :
o Fushine acide
o Eau distillée
o Acide acétique glacial

0,1g
99,5 ml
0,5 ml

0,1g
99,5 ml
0,5 ml

- Meélanger 4 volumes de A pour 1 volume de B

Safran du Gatinais

Safran Gatinais
Alcool 100%

6¢g
100 ml

Mettre la solution a I’étuve 58°C pendant 48 heures avant de 1’utiliser.

- Conserver cette solution dans un flacon sombre.
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TITRE, RESUME ET MOTS CLES FRANCAIS

Phosphates de Calcium et cellules autologues : base d’une ingénierie tissulaire pour la

reconstruction osseuse en territoire irradié.

Le traitement des cancers cervico-faciaux requiert souvent une chirurgie mutilante et une
radiothérapie complémentaire. Ces traitements induisent des séquelles notables au niveau de
la sphere oro-faciale. L’exérése tumorale en terrain irradié ou la résection d’ostéoradionécrose
(ORN) pose le probleme des difficultés pour la réparation osseuse. Les capacités de
cicatrisation sont réduites apres extraction dentaire ou mise en place d’implants. En 1’absence
d’irradiation, les Phosphates de Calcium (PCa) sont couramment utilisés comme substituts
osseux en chirurgie oro-faciale.

Ce travail a eu pour but d’évaluer ’association de PCa, sous forme de granules ou
injectable, a une greffe de cellules autologues, soit de moelle osseuse totale (MO) soit de
cellules souches mésenchymateuses (CSM), en terrain irradié. Un nouveau mod¢le animal
d’ORN localisée a pour cela été développé au préalable.

Le matériau s’est révélé biotoléré bien que faiblement ostéointégré en terrain irradié. La
greffe de MO a significativement amélioré la repousse osseuse. L’adjonction de CSM, issues
de MO ou du tissu adipeux, au matériau n’a pas apporté d’amélioration de la repousse
osseuse. Ces résultats peuvent s’expliquer par la richesse de la MO en cellules et facteurs de
croissance indispensables a la réparation osseuse.

Ce travail permet d’envisager ’intérét de comblements osseux par des PCa associés a une
greffe de MO en terrain irradié. Des études ultérieures auront pour objectif d’évaluer le
devenir et le role des cellules implantées dans les phénomeénes d’ostéogencse et
d’angiogénese. Ce travail permet aussi d’entrevoir une perspective thérapeutique dans I’ORN

grace a I’ingénierie tissulaire osseuse.

MOTS CLES : Cancer de la Téte et du Cou, Radiothérapie, Moelle Osseuse, Greffe osseuse,
Biomatériaux, Céramique Phosphocalcique, Substitut Osseux Injectable, Cellules Souches

Mésenchymateuses, Ostéoradionécrose.
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Calcium Phosphates and autologous cells: tissue engineered materials for bone

reconstruction in irradiated areas.

Treatment of most forms of squamous cell carcinoma requires surgical procedures and
high-dose irradiation, which often produce major esthetic and functional injuries in the
maxillofacial area. Radiotherapy produces irreversible side-effects on bone, involving
damages to its reparation properties and complications such as infections, healing delays and
osteoradionecrosis (ORN). Synthetic biphasic Calcium Phosphates (CaP) have been used
extensively as bone substitutes in maxillofacial and dental applications as alternatives to
autologous bone without irradiation.

The aim of this rat study was to determine the influence on osseous repair of autologous
cells grafts, bone marrow (BM) or mesenchymal stem cells (MSC), added to CaP ceramics,
used as granules or injectable form, in previously irradiated bone. The development of an
animal model of localized ORN has been previously developed.

Ceramics were biotolerated, yet with low osteoconductive properties in irradiated bone.
The BM grafts led to a significant increase in bone ingrowth in the irradiated areas. BM or
adipose tissue derived MSC were not able to enhance bone ingrowth in irradiated osseous
defects. These results could be explained by BM resources in cells and in growth factors
indispensable for osseous repair.

These results allow to highlight the interest of bone substitution by association of CaP
ceramics and BM grafts in irradiated bone. Further studies will have to assess the role of
grafted cells in osteogenesis and neoangiogenesis. This study allows also to foresee ORN

treatment with tissue engineered materials.

KEY WORDS : Head and Neck Cancer, Radiation Therapy, Bone Marrow, Bone Graft,
Biomaterials, Calcium Phosphate Substitute, Injectable Bone Substitute, Mesenchymal
Stem Cells, Osteoradionecrosis.
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