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____________________________________________________Introduction 
 
 

Le tissu osseux est un tissu de soutient hautement spécialisé, caractérisé par une matrice 

extracellulaire calcifiée. Cette caractéristique le rend opaque aux rayons X, ce qui permet 

l’analyse morphologique des os, in vivo, par la radiographie ou la tomodensitométrie 

(Scanner). Cette matrice extracellulaire calcifiée possède des propriétés permettent au 

tissu osseux d’assurer de multiples fonctions. Le tissu osseux possède une fonction 

métabolique puisqu’il constitue les réservoirs de calcium (99%) que l'organisme peut 

mobiliser par résorption, selon ses besoins. En outre, Il accomplit une fonction mécanique 

en donnant au corps sa structure, et en supportant le poids de l’organisme et les divers 

contraintes physiques. Il soutient et protège les parties molles, et renferme la moelle 

hématopoïétique, qui est le siège de l’hématopoïèse. La moelle est généralement localisée 

au niveau des épiphyses des os longs et dans les os plats (sternum, os iliaque …) et des 

espaces médullaires. 

 

Quelque soit sa nature, toute pièce osseuse a une corticale (os cortical) dense et épaisse 

faite de tissu haversien.  Le reste de la masse osseuse est faite d'os trabéculaire (20%) 

d'aspect régulier. Il contient des travées osseuses organisées en réseau tridimensionnel 

connecté, constitué de plaques et de piliers, déterminant des espaces médullaires où se 

trouve la moelle et des adipocytes (Whitehouse, et coll. , 1971, van Ruijven, et coll. , 

2005). 

Les travées sont orientées selon les lignes de contraintes exercées sur l’os, d’une part par 

la force de gravité et d’autre part par les tensions musculaires (Loi de Wolff) de façon à 

supporter les contraintes auxquelles l’os est soumis. En effet, à chaque niveau 

d’organisation osseuse, de l’échelon moléculaire à l’échelon anatomique, tout est fait pour 

que l’os s’adapte aux contraintes mécaniques. La microarchitecture de l’os trabéculaire est 

considérée comme un des facteurs test importants de la qualité osseuse. Dès lors, toute 

désorganisation de la microarchitecture de l’os trabéculaire contribue à rendre l’os moins 

résistant, aboutissant à et une fragilisation pourvoyeuse de fractures. 

 

L'os contient des cellules, mais également beaucoup de minéraux qui lui confèrent sa 

solidité. Pour assurer ses fonctions, l’os subit un processus perpétuel de remaniement qui 

résulte de l’activité d’unités cellulaires, groupes opérationnels dans lesquels collabore un 

ensemble de cellules osseuses comme les ostéoclastes qui résorbent le tissu ancien, les 
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ostéoblastes qui apposent de nouvelles unités de structures élémentaires (BSU, pour basic 

structure unit) mieux adaptées. 

 

Physiologiquement, il existe un équilibre théoriquement parfait entre la synthèse et la 

résorption. Lors du remodelage osseux physiologique, la destruction ostéoclastique de l’os 

est étroitement suivie et couplée d'une formation osseuse induite par les ostéoblastes. Ce 

couplage est équilibré entre les cellules ostéoclastiques et les cellules ostéoblastiques ; il 

permet de conserver la masse osseuse avec maintien de l’architecture osseuse. 

Cependant, il existe avec l’âge un léger déséquilibre entre résorption et formation, cette 

dernière ne compensant pas totalement la quantité d’os résorbée (Rizzoli, et coll. , 2001, 

Ferretti, et coll. , 2003). Il existe en fait, une perte osseuse minime, responsable de 

ostéopénie physiologique progressive qui intervient à partir de 30 à 40 ans après 

l’acquisition du capital osseux (‘peak bone mass’) (Rizzoli, et coll. , 1999, Ferretti, et 

coll., 2003). 

Le déroulement du remodelage est contrôlé par les cellules osseuses, par un réseau 

complexe de facteurs hormonaux et locaux (cytokines et facteurs de croissance) présents 

au sein du microenvironnement médullaire, par des molécules supports et par des 

contraintes mécaniques. Le déséquilibre du remodelage physiologique peut, suivant sa 

sévérité, être responsable de fractures multiples avec ou sans traumatisme majeur.  

Les ostéopathies les plus fréquentes dérivent d’une balance négative entre résorption 

ostéoclastique et formation ostéoblastique ; c’est le cas des ostéoporoses et des ostéolyses 

tumorales (myélome, métastases osseuses du cancer du sein). D’autres pathologies 

présentent une balance positive entre résorption et formation : ostéopétroses et 

ostéocondensations tumorales (métastases du cancer prostatique). 

Les os sont le site le plus courant des tumeurs secondaires. Les métastases osseuses 

constituent une cause la plus commune de décès post cancer chez l’espèce humaine. Les 

bisphosphonates et les biomatériaux sont, de nos jours, deux avancées thérapeutiques 

efficaces pour traiter les os métastasés. 

 

Nous nous sommes attachés, dans ce travail de thèse, à étudier le microenvironnement 

osseux chez le rat conditionné par  l’intoxication par une substance de type SERMs 

(selective estrogen receptor modulator) et par les métastases expérimentales provoquées, 

ainsi qu’une caractérisation et un essai préclinique de traitement de perte osseuse. 
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La première partie de ce travail sera consacrée à synthétiser les connaissances actuelles 

sur la physiologie du remodelage osseux ainsi que la physiopathologie des pertes osseuses 

bénignes et malignes. Nous détaillerons les principaux marqueurs du remodelage osseux, 

les bisphosphonates utilisables dans le traitement de ces pathologies et les différentes 

méthodologies d’évaluation des modifications du tissu osseux. Cette partie aborde 

également le role du stress oxydant et des radicaux libres dans les pathologies. La 

deuxième partie sera consacrée à la présentation, sous forme d’articles, des résultats 

obtenus. Nous avons caractérisé certains effets physiopathologiques suite à une 

intoxication par une substance SERMs (le tetradifon) sur le remodelage osseux ainsi que 

son effet génotoxique. Nous avons ensuite étudié l’effet de l’alpha tocophérol acétate 

(ATA) sur des cellules Walker 256/B, adénocarcinome de la glande mammaire, 

ostéophiles et génératrices de métastases ostéolytiques. Nous avons analysé les 

modifications du microenvironnement osseux avec hyper-résorption induite par 

inoculation in situ des cellules Walker 256/B par analyses radiographiques 

histomorphométriques, microtomographiques, enzymatiques (catalase, superoxyde 

dismutase …) et immuno-enzymatiques (TRAcP). Par ailleurs, ce modèle a été utilisé 

pour étudier l’effet d’un antioxydant : l’ATA ainsi que pour caractérisation de ses 

fonctions rénale et hépatique. La troisième partie de la thèse exposera les conclusions 

générales et se treminera par les perspectives de ce travail. 
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I. Physiologie du remodelage osseux 
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Que ce soit dans l'os compact ou trabéculaire, le tissu osseux est en constant 

renouvellement grâce à un phénomène de remodelage qui se manifeste tout au long de la 

vie. La masse et l’architecture osseuse sont conditionnées par les unités fonctionnelles de 

remodelage osseux (BMU), c'est à dire les activités étroitement couplées dans le temps et 

dans l’espace des cellules ostéoblastiques (ostéoformatrices) et des ostéoclastes 

(ostéorésorbantes). 

 

L’ostéoclaste est une cellule géante (50 à 100 µm de diamètre) plurinucléée (4 à 10 

noyaux chez l’homme) qui dérive de la lignée granulo-monocytaire (CFU-GM ; Colony 

Forming Unit - Granulocyte / Macrophage). Etant mobile, l’ostéoclaste fonctionne d’une 

manière cyclique, alternant des phases migratoires le long des surfaces osseuses et des 

phases de résorption active créant des lacunes osseuses (‘lacunes de Howship’). 

A la manière d’une ventouse, l’ostéoclaste adhère à la surface de la matrice calcifiée via 

l’intégrine αvβ3 qui reconnaît la région RGD (Arginine-Glycine-Aspartate). Cet ancrage 

cellule-matrice induit une bipolarisation morphologique et fonctionnelle de l’ostéoclaste 

en faisant intervenir des modifications au niveau du cytosquelette. Il se forme en regard de 

la matrice osseuse une bordure en brosse plissée (‘ruffled border’) caractéristique de 

l’ostéoclaste actif. Cette bordure est le siège d’une libération massive de protéases et de 

protons H+ dans le compartiment extracellulaire (chambre de résorption. Parallèlement des 

enzymes lysosomiales sont sécrétées (cathepsine K, métalloprotéases …) qui assurent la 

dissolution de la phase organique de la matrice osseuse (Baron, 1995). La TRAcP reste 

dans les lysosomes intracellulaires et achève la dégradation du collagène. Le pôle 

basolatéral opposé, en relation avec le microenvironnement médullaire, s’encharge de la 

majorité des fonctions régulatrices ainsi que le maintient de l’équilibre électrochimique de 

l’ostéoclaste par des pompes, des canaux et des échangeurs ioniques. 

 

Les ostéoblastes sont des cellules mononucléées, disposées en couches monocellulaires 

sur les surfaces osseuses. Les ostéoblastes dérivent d’une cellule souche 

mésenchymateuse présente dans le tissu réticulaire de la moelle hématopoïétique (cellule 

stromale, CFU-F, Colony Forming Unit – Fibroblastique). Les ostéoblastes ont un aspect 

cuboïde, et sont doués d’une activité de synthèse protéique. Ces cellules synthétisent et 

secrètent l’ensemble des protéines constituant la phase organique de la matrice : collagène 

de type I (90%), protéoglycanes et protéines non collagéniques (ostéocalcine, 

ostéonectine, ostéopontine, phosphatase alcaline, sialoprotéine osseuse…). Au cours de la 
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phase de synthèse, les ostéoblastes élaborent différents facteurs de croissance tels que 

TGF-β, IGF-I, IGF-II, BMP, PDGF et FGF. Ceux-ci seront incorporés, sous la forme 

inactive, au niveau de la matrice osseuse. Une fois libérés lors du processus de résorption, 

ces facteurs sont activés et stimulent localement la prolifération des cellules 

ostéoblastiques (Alsina, et coll. , 1996). 

La matrice de l’os contient des cellules habitantes ou ostéocytes, emmurées au sein de la 

matrice osseuse dans de petites logettes (les ostéoplastes). Ils dérivent des ostéoblastes 

intégrés dans la matrice osseuse extracellulaire (1/40 des ostéoblastes). Les ostéocytes 

sont reliés les uns aux autres, et communiquent avec la surface osseuse, par un système de 

prolongements cellulaires cheminant dans des canalicules ménagés au sein de la matrice 

osseuse. Jouant un rôle de mécanorécepteurs, les ostéocytes exercent une influence 

importante sur la vitalité des autres cellules osseuses (ostéocytes, ostéoblastes, et cellules 

bordantes « linning cells » recouvrant toutes les surfaces osseuses. Il est fortement suggéré 

que ce soit l’apoptose des ostéocytes qui joue un rôle dans recrutement et l’ancrage des 

ostéoclastes sur les surfaces osseuses ainsi que la mise en place de la résorption (Knothe 

Tate, et coll. , 2004). 

 

1. ROLE DES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LE REMANIEMENT 
OSSEUX 
 

Au cours de la synthèse de la phase organique (collagène), les ostéoblastes synthétisent de 

nombreux facteurs de croissance sous forme inactive, en particulier TGFβ, IGF-I, Bone 

Morphogenic Protein (BMP) (Figure 1). Ces facteurs sont empaquetés avec le collagène 

lors de l’ostéoformation. Lorsque les ostéoclastes vont assurer le premier volet du 

remodelage (résorption de la matrice osseuse) ils vont libérer de nombreuses enzymes 

protéolytiques (cathepsine K, matrix metalloprotease…) pour hydrolyser les protéines 

collagéniques de la matrice, libérant ainsi, localement sous formes actives les facteurs de 

croissance. Ceux ci stimulent, par feed-back positif, la différenciation des cellules 

stromales, situées dans l’environnement immédiat du foyer de résorption, de façon à 

générer localement de nouvelles cellules ostéoblastiques actives (Erlebacher, et coll. , 

1998, Roodman, 1999). Le TGFβ agit par feed-back négatif pour inhiber la différentiation 

des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures. 
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2. SYSTEME RANK/ RANKL/OPG ET REMANIEMENT OSSEUX 
 

Récemment découvert, le triade RANK/RANKL/OPG a totalement révolutionné la 

compréhension des mécanismes physiopathologiques des ostéopathies (Udagawa, 2002). 

RANK Ligand (RANKL) (receptor activator of nuclear factor (NF)-κB ligand) est une 

protéine liée à la membrane plasmique de nombreuses cellules. Dans l’os, RANKL est 

exprimé essentiellement par les cellules mésenchymateuses du stroma médullaire et par 

les ostéoblastes. Les ostéoblastes matures expriment peu de RANKL mais les cellules du 

stroma médullaire l’expriment en quantité importante. La principale action de RANKL est 

de stimuler la différenciation des ostéoclastes, leur maturation et d’en inhiber l’apoptose. 

Les cellules osseuses remodèlent l’os trabéculaire en étant au contact des cellules 

hématopoïétiques ; elles utilisent pour leur différenciation et leurs activités, des cytokines 

qui peuvent interférer avec celles utilisées par les cellules médullaires (Jilka, 1998, 

Roodman, 1999). En effet, la différenciation des ostéoclastes par RANKL ne peut se 

réaliser qu’en présence de la cytokine M-CSF (Suda, et coll. , 1999, Hofbauer, et coll. , 

2000). Le récepteur RANKL se lie avec une forte affinité à la protéine transmembranaire 

RANK exprimé à la surface des précurseurs ostéoclastiques. Dans l’os l’expression de 

RANK est limitée aux ostéoclastes. Dans les autres tissus, RANK est exprimé surtout par 

les fibroblastes, les cellules dendritiques et les lymphocytes T et B. La formation du 

complexe RANK-RANKL, favorisée par le M-CSF, est en faveur de l’ostéoclastogenèse 

(Hofbauer, et coll., 2000, Khosla, 2001). Le contact entre la molécule RANKL présente 

sur les ostéoblastes et la molécule réceptrice RANK présente sur les préostéoclastes 

déclenche le programme de différenciation cellulaire en ostéoclastes. Cependant cette voie 

est contrecarrée par l’ostéoprotégérine (OPG). L’OPG est sécrétée par les cellules 

stromales et les ostéoblastes sous la forme d’une protéine soluble, elle se trouve 

circulante, sans être liée à la membrane de la cellule. L’OPG tire son nom du fait qu’elle 

protège l’os de la résorption en se liant à RANKL et empêche son action (Hofbauer, et 

coll., 2000, Collin-Osdoby, et coll. , 2001, Khosla, 2001). In vivo, la surexpression du 

gêne d’OPG aboutit à une ostéopétrose sévère ; la déficience en OPG par contre a comme 

conséquence une grave ostéoporose et une activité ostéoclastique accrue. In vitro, l’OPG 

inhibe la différenciation, la fusion et la survie des précurseurs ostéoclastiques ; elle 

inactive les ostéoclastes matures et accélère leur apoptose (Hofbauer, et coll., 2000).  Le 

nombre d’ostéoclastes formés le long des surfaces osseuses ainsi que leur activité 

dépendent donc du rapport RANKL/OPG. L’OPG et RANKL sont donc les clés du 
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système agoniste – antagoniste qui régule l’ostéoclastogenèse ainsi que la différenciation, 

la fusion, l’activation, la survie et l’apoptose des ostéoclastes. Les premiers rôles dans 

cette régulation semblent être tenus par les cellules mésenchymateuses du stroma 

médullaire puis par RANKL. En effet, ce dernier exerce un rétrocontrôle négatif sur son 

expression par les précurseurs ostéoblastiques médullaires (Khosla, 2001). Par ailleurs, la 

surexpression du RANKL stimule la synthèse d’OPG (Khosla, 2001). 
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Figure 1 : Microenvironnement osseux et interactions cellulaires et matricielles. 
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Le remodelage osseux est sous différentes influences : hormonales, micro-envirnmentales 

et mécaniques. Toutes les hormones et les facteurs locaux qui agissent sur les ostéoclastes 

et sur leur activité lytique ont également une action sur le triade RANK/RANKL/OPG qui 

régule le remaniement osseux. 

 

2.1. Mécanisme hormonal : 

C’est le résultat du maintient de l'homéostasie par l'action de la parathormone (PTH) et de 

la calcitonine, sécrétée par les glandes parathyroïdes et la glande thyroïde respectivement. 

L’hypocalcémie stimule la sécrétion de la PTH qui stimule à son tour l’activité des 

ostéoclastes (en se liant à son récepteur sur les cellules précurseurs ostéoblastiques du 

stroma médullaire), qui libèrent alors du calcium dans le sang en digérant la matrice 

osseuse et rétablissent la concentration ionique adéquate. La PTH inhibe la sécrétion de 

l’OPG et active l’expression de RANKL (Fu, et coll. , 2002). L’hypercalcémie, stimule la 

sécrétion de calcitonine qui provoque une inactivation des ostéoclastes en les décollant 

des surfaces osseuses. La 1,25(OH)2D, à dose physiologique, inhibe la stimulation de 

l’expression de RANKL par la PTH et donc augmente la formation osseuse. A dose 

élevée, supraphysiologique, le métabolite actif de la vitamine D, la 1,25 

dihydroxyvitamine D la 1,25(OH)2D au contraire, augmente l’expression de RANKL en 

présence de PTH et accélère la résorption osseuse (Suda, et coll. , 2003). Les cytokines 

inflammatoires, IL-1 et TNFα augmentent la destruction osseuse en stimulant la synthèse 

de M-CSF et de RANKL par les précurseurs ostéoblastiques médullaires, ce qui renforce 

le nombre et l’activité des ostéoclastes (Khosla, 2001). L’expression de RANKL est 

stimulée également par IL-6 et les glucocorticoïdes. Le TGFβ, les oestrogènes et les 

BMPs augmentent l’expression de l’OPG (Hofbauer, et coll., 2000). L’expression du 

récepteur RANK par les ostéoclastes relativement stable, est stimulée par TGFβ 

(Hofbauer, et coll., 2000, Khosla, 2001). 

 

2.2 Réponse aux sollicitations mécaniques : 

Il s'agit de l'application de la loi de Wolf qui avait montré que les travées osseuses sont 

alignées selon les lignes de contrainte et qu’une modification des contraintes entraîne des 

redistributions des trajets trabéculaires. L'absence totale de sollicitation expliquerait 

l'acquisition d'une perte osseuse massive (cas des paraplégiques). 
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3. LES MARQUEURS DU REMODELAGE OSSEUX 

 
Les marqueurs osseux sont traditionnellement classés en marqueurs de la formation ou en 

marqueurs de la résorption (Tableau 1) car ils représentent plus spécifiquement l’une ou 

l’autre des deux activités cellulaires osseuses malgré le couplage étroit entre les deux 

phénomènes. Cependant, l’utilisation de marqueurs biologiques spécifiques du 

métabolisme osseux pour suivre l’évolution pathologique conduit assez souvent à des 

résultats divergents. En fait, l’excrétion urinaire de marqueurs non spécifiques, tel que 

l’hydroxyproline, est fortement augmentée chez les patients métastatiques aussi bien dans 

le cancer du sein que dans le cancer de la prostate (Francini, et coll. , 1990, Stieber, et 

coll. , 1992). Actuellement, l’hydroxyproline n’est plus utilisée car elle n’a plus de valeur. 

 

Les marqueurs les plus intéressants pour la formation osseuse sont l’ostéocalcine, la 

phosphatase alcaline osseuse et le propeptide N-terminal du procollagène de type I 

(PINP). Ceux pour la résorption osseuse sont généralement les produits de dégradation du 

collagène de type I comme la désoxypyridinoline et les télopeptides associés (CTX et 

NTX). 

 

Dans la matrice osseuse, les molécules de collagène de type I (formées par l’association 

en triple hélice de 2 chaînes alpha 1 et d’une chaîne alpha 2 sont liées entre elles par des 

molécules de pontage ; pyridinoline (PYD) et désoxypyridinoline (DPD) au niveau des 

télopeptides amino (N) et carboxy (C) terminaux. 

La pyridinoline se différencie de la désoxypyridinoline par la présence d’un groupement 

hydroxyle (OH). Ces molécules assurent la stabilité des fibres de collagène au sein de la 

matrice osseuse. Au cours de la résorption ostéoclastique de la matrice osseuse, les 

molécules de pontage sont libérées dans la circulation surtout sous forme peptidique, c’est 

à dire associées à des fragments des télopeptides C-terminaux (CTX) ou N-terminaux 

(NTX). Une partie de ces peptides de la pyridinoline est secondairement dégradée en PYD 

et DPD libres au niveau du rein (Voorzanger-Rousselot, et coll. , 2007). Les dosages 

immunologiques de la PYD libre, la DPD libre et les peptides CTX et NTX dans les 

urines ou le sérum sont récemment recommandés pour les patients présentant une 

pathologie osseuse (Lein, et coll. , 2007). 
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Tableau 1 : Marqueurs biochimiques du remodelage osseux 

 

Résorption Formation 
Plasma/sérum Urine 

 

- Ostéocalcine (Gla-protéine) 

- Phosphatase alcaline totale 

et osseuse 

- Propeptides C et N-

terminaux du collagène de 

type I (PICP et PINP) 

 

- Phosphatase acide 

résistante au tartrate 

(TRAcP) 

- Pyridinoline (PYD) et 

désoxypyridinoline (DPD) 

libres 

- Télopeptides C-terminaux 

(CTX) du collagène de type I

 

- Pyridinoline (PYD) et 

désoxypyridinoline (DPD) 

libres 

- Télopeptides N (NTX) et 

C-terminaux (CTX) 

du collagène de type I 

- Calciurie 

- Hydroxyprolinurie 
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A l’état pathologique, apparaît un découplage entre les ostéoclastes et les ostéoblastes 

avec une balance nettement négative entre la formation et la destruction osseuse : soit par 

augmentation éventuellement isolée de la résorption, soit augmentation prédominante de 

la résorption ce qui est à l’origine  des ostéopathologies lytiques tumorales et non 

tumorales. 

 

1. OSTEOPATHOLOGIE LYTIQUE NON TUMORALE : OSTEOPOROSE 
 

L’ostéoporose est un problème de santé publique important en constante augmentation. Il 

s’agit d’une pathologie chronique et systémique du squelette, caractérisée par une 

diminution de la résistance osseuse (diminution de la masse osseuse) et une détérioration 

microarchitecturale du tissu osseux entraînant un risque accru de fracture (Sambrook, et 

coll. , 2006). L’impact des fractures ostéoporotiques sur la population âgée est important, 

en raison principalement des taux élevés d’hospitalisation et de la mortalité accrue 

(Hasserius, et coll. , 2005, Maravic, et coll. , 2005). L’incidence de fracture de hanche a 

augmenté régulièrement tout au long du XXe siècle, mais de récentes études 

épidémiologiques ont suggéré que les taux d’incidence sont stabilisés, voire même sont en 

déclin (Fielden, et coll. , 2001, Boufous, et coll. , 2004). Cependant, on continuait au 

dernier congrès ECEO à parler d’une augmentation. 

Le risque de fracture est inversement proportionnel à la densité minérale osseuse (DMO). 

Ce constat est à la base de la classification élaborée, en 1994, par un groupe d’experts 

réunis par l’Organisation mondiale de la santé (OMS), qui a proposée une définition 

opérationnelle de l’ostéoporose reposant sur le T–score. Les catégories diagnostiques sont 

portées par le tableau 2. Les sujets dont la densité osseuse est située à plus de 2,5 écart–

types de la valeur de l’adulte jeune (T < – 2,5) ont été appelés ostéoporotiques. On parle 

d’ostéoporose sévère ou fracturaire lorsque cette situation densitométrique s’accompagne 

d’une fracture. Les sujet ayant des densité osseuses situées entre 1 et 2,5 écart–types au 

dessous de la valeur de l’adulte jeune (–2,5 < T < –1) ont été appelés ostéopéniques. 
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Tableau 2 : Catégories diagnostiques de l'ostéoporose ostéodensitométrique selon la 

mesure de la densité osseuse (T–score) et la présence de fractures (critères OMS). 

T-score densitométrique 

(DMO) 

Fractures 

ostéoporotiques 

Conclusion 

T-score > -1  Non Normalité 

-2,5 < T-score < -1  Non Ostéopénie 

T-score < -2,5 Non Ostéoporose 

T-score < -2,5 Oui Ostéoporose sévère 

 

A noter que ce tableau ne tient pas compte des cas où la densité osseuse est intermédiaire 
(–2,5 < T–score < –1) mais associée sauvent à des fractures non traumatiques et que la 
majorité des auteurs s’accordent a considérer comme ostéoporotiques. 
 
Pendant la croissance, la masse osseuse augmente rapidement et continue d’augmenter 

pendant quelques années jusqu’à atteindre un pic. Les sujets qui ont un capital osseux 

faible seront plus exposés à l’ostéoporose que les autres. Le pic de masse osseuse est en 

partie déterminé par la génétique, mais il est très influencé par la nutrition et l’activité 

physique. Dès lors, de simples modifications d’hygiène de vie (alimentation riche en 

calcium, en vitamine D et en protéines, le maintient d’une masse corporelle correct, une 

exposition solaire suffisante, une activité physique quotidienne privilégiant les sports …) 

le permettent de ralentir la perte osseuse, et ce particulièrement chez les femmes, bien 

avant celle liée à la carence œstrogénique (Berdah, 2007). 

 
2. OSTEOPATHOLOGIES TUMORALES 

 
2.1. Myélome 

 
Le myélome représente 1% des tumeurs malignes. Il s’agit d’une hémopathie maligne liée 

à la prolifération et l’accumulation d’un clone de plasmocytes tumoraux à l’intérieur de la 

moelle osseuse. Sa prévalence est de 1/10 000 avec un médiane de survie d’environ trois 

ans (Angtuaco, et coll. , 2004). 

2.1.1. Signes cliniques 
C’est une pathologie caractérisée cliniquement par des lésions ostéolytiques se présentant 

sous la forme de foyers localisés au voisinage des plasmocytes tumoraux. En plus de 

l’hypercalcémie, ces lésions ostéolytiques entraînent des troubles cliniques graves tels que 

fractures, compression médullaire  douleurs osseuses rebelles (Roodman, 1997). Parmi les 
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complication du myélome on cite l’insuffisance rénale (25% des cas) suite à  la 

précipitation des chaînes légères des immunoglobulines monoclonales, surtout 

l’immunoglobuline G, dans les tubes collecteurs (Blade, et coll. , 2005). 

 

2.1.2. Physiopathologie : myélome et microenvironnement osseux 
La destruction osseuse au cours du myélome multiple n’est pas liée aux cellules 

plasmocytaires tumorales elles-mêmes, mais à une augmentation de l’activité 

ostéoclastique expliquant l’élévation du nombre des ostéoclastes ainsi que le nombre des 

surfaces érodées dans le voisinage immédiat des nodules plasmocytaires. En fait, les 

plasmocytes tumoraux élaborent de nombreux facteurs locaux (OAF - Osteoclast 

activating factor) qui : 

- stimulent l’activité ostéoclastique : IL-1β, IL-6 et son récepteur soluble IL-6Rs, TNFα, 

CCL3/MIP-1α (Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha) (Choi, et coll. , 2000, Choi, et 

coll. , 2001, Abe, et coll. , 2002).  

- inhibent l’activité ostéoblastique : la protéine Dkk1 (Tian, et coll. , 2003). 

- stimulent (via des molécules d’adhérence telles que VCAM-1/VLA4) la production 

d’IL-6 et du RANKL par les cellules stromales 

 

L’IL-6 en association avec son récepteur soluble favorise la prolifération et la survie des 

cellules tumorales (Barillé, et coll. , 2000). Il apparaît donc, au cours du myélome, un 

véritable cercle vicieux au cours duquel les cellules tumorales stimulent les cellules 

osseuses, les ostéoclastes, qui stimulent en retour la croissance tumorale (Figure 2). 
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Figure 2 : Le « cercle vicieux » au cours du myélome 
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2.2. Les métastases osseuses 
 

Les métastases osseuses constituent une complication fréquente dans l’évolution d’une 

tumeur maligne et l’on estime que plus de la moitié des malades développent une 

métastase osseuse dans le cours évolutif de leur maladie. 

A partir d’une tumeur primitive, des cellules sont capables de se détacher et de passer 

dans la circulation sanguine ou lymphatique. Lorsque des cellules néoplasiques issues 

d’une tumeur primitive vont migrer et se localiser à l’intérieur de la moelle, elles vont 

interférer d’une part, avec le développement des différentes lignées hématopoïétiques 

issues de nombreuses cellules souches, mais aussi et de façon concomitante avec le 

remodelage osseux. 

La dissémination métastatique est le processus qui amène une ou des cellules tumorales 

présentes dans une tumeur primitive solide connue ou méconnue à migrer, à s’implanter et 

à proliférer dans un organe distant pour former des tumeurs secondaires. Le 

développement d’une métastase est l’aboutissement d’un programme multigénique 

supplémentaire à celui impliqué dans la tumeur primaire (Kang, et coll. , 2003). Les 

propriétés métastatiques résultent de l’altération de l’expression d’un groupe spécifique de 

gènes faisant inclure l’hypoxie qui s’installe lors de la progression tumorale (Vaupel, 

2004). 

 

Les métastases osseuses correspondent à un stade avancé et sont habituellement 

incurables : seulement 20% des patients avec un cancer du sein sont encore vivant cinq 

ans après la découverte de métastases osseuses. Le cancer du sein et de la prostate sont 

deux types de tumeurs qui métastasent couramment dans l'os. L'installation sélective des 

cellules tumorales dans l'os est due à : 

- la capacité à se détacher du site tumoral primaire grâce a une perte d’expression des 

molécules d’adhésion cellule-cellule (cadhérine E, intégrines…) et a la surexpression 

de métalloprotéinases matricielles leur permettant de migrer dans la moelle. 

- La capacité à adhérer sélectivement aux endothéliums des capillaires de la moelle 

osseuse par des molécules d’adhésion (αvβ3 pour les métastases prostatiques). 

- La rencontre de chémoattractant ; la chémokine stromal-cell derived factor1 (SDF-1) 

et son récepteur CXCR4 jouent un rôle important pour les métastases prostatiques). 

- La rencontre de taux élevés de facteurs de croissance (EGF, IGF, TGF, FGF …) dans 

le microenvironnement médullaire. 
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Ces interactions entre la moelle osseuse et les cellules cancéreuses ont été évoquées pour 

la première fois par Paget qui a décrit la théorie du " seed and soil " (la graine et le sol) 

(Guise, et coll. , 1998). 

 

Les signes radiologiques et d’imagerie caractérisent les métastases osseuses comme étant 

ostéolytiques ou ostéoblastiques. Cela représente deux extrêmes d'un continuum dans 

lequel le dérèglement du processus normal de remodelage osseux intervient et altère la 

masse ainsi que la microarchitecture osseuse. Les cancers du sein sont le plus souvent 

associés aux métastases ostéolytiques tandis que les métastases ostéocondensantes sont 

retrouvées le plus souvent dans les cancers de la prostate. Dans ce travail, nous nous 

focaliserons essentiellement sur les métastases osseuses ostéolytiques du cancer du sein. 

 
2.2.1. Le processus métastatique 

 
Les métastases résultent d’une série de processus complexes de multiples interactions 

entre la cellule cible et diverses composantes de son microenvironnement (cellules et 

matrice extracellulaire). 

a) Initiation d’une tumeur primitive : 

Le développement d’une tumeur primitive résulte d’un modèle multiétape de la 

cancérogenèse prenant en compte l’accumulation sur une même cellule d’altérations 

multiples du génome (Beachy, et coll. , 2004). Chaque nouvelle altération confère à la 

cellule cible un avantage sélectif en termes de prolifération ou de survie. Le point clé du 

développement des tumeurs est l’altération des oncogènes (C-myc, Cycline D1, β-

Caténine, Ras, MDM2…), les proto-oncogènes ou suppresseurs de tumeurs (Rb, PTEN, 

APC , P53…), les gènes de régulation de l’apoptose (Bcl2, Fas-FasL…), les gènes 

impliqués dans la réparation de l’ADN (ATM, BLM, …), et ceux participant à 

l’élaboration des néovaisseaux sanguins (FGFs, FGFR, VEGFs, VEGFR, TGF…) 

(Vogelstein, et coll. , 2004, Robson, et coll. , 2006). Il a été prouvé que l’inactivation d’un 

seul allèle d’au moins une dizaine de gènes suppresseurs ou régulateur suffit pour 

augmenter le risque de développement de cancers (Fodde, et coll. , 2002). Quant à la 

nature des causes relatives à ces transformations, il est inutile de rappeler que certains 

cancérogènes ne provoquent pas de mutations géniques, mais produisent des lésions 

aneuploïdes. En effet, les cellules souches tumorales sont aneuploïdes et présentent des 

caryotypes différents (Singh, et coll. , 2003, Galli, et coll. , 2004). 
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b) Perte de l’ancrage et activité protéolytique des cellules tumorales : 

L’ensemble de ces phénomènes ne suffit pas à transformer une cellule saine en une cellule 

maligne. D’autres altérations génétiques ou épigénétiques sont nécessaires. Les cellules 

malignes perdent leurs capacités adhésives : adhérence transitoire ou permanente entre 

elles par le système CAM (Cell adhesion molecules) et avec la matrice extra cellulaire par 

le système SAM (Substrat adhesion molecules). Le gène Twist, responsable d’une perte 

d’adhérence médiée par la cadhérine E et d’une motilité cellulaire accrue, semble être un 

acteur majeur du processus métastatique (Yang, et coll. , 2004). La présence de 

néovaisseaux, par phénomène d’angiogenèse, avec des parois plus perméables peut 

favoriser l’essaimage. En fait, les cellules tumorales sécrètent des protéines capables de 

digérer la matrice extracellulaire et les vaisseaux (sanguins et lymphatiques) avoisinants. 

La perte de l’adhérence implique le passage d’emboles néoplasiques qui seront convoyés 

par le sang ou la lymphe (intravasation ou embolisation). 

 

c) Motilité des cellules tumorales et invasion locale : 

Les cellules des tumeurs métastatiques possèdent des caractéristiques qui leur permettent 

de migrer facilement. Leur motilité est augmentée par la présence de thymosine β15 et de 

certaines protéines de stress (Hsp27) (Bao, et coll. , 1996). En même temps, les cellules 

cancéreuses sont soumises à des facteurs chémoattractants qui les font préférentiellement 

métastaser dans l’os. En effet, le microenvironnement osseux relargue un grand nombre 

de molécules présentant un pouvoir chémoattractant sur les cellules cancéreuses. Les 

chémokines CXCL12 (SDF-1) et CCL21 ont un pic d’expression dans les organes à 

destination préférentielle du cancer du sein. Or les cellules du cancer du sein ont une forte 

expression des récepteurs de ces chémokines CXCR4 et CCR7 (Muller, et coll. , 2001, 

Strieter, 2001). Cette expression est renforcée lors de l’activation du gène HIF-1α  puisque 

l’inhibition de HIF-1α entraîne une réduction de l’invasion, de l’adhérence et de la 

migration cellulaire en réponse à CXCL12 (Liu, et coll. , 2006). Il existe d’autres 

molécules qui ont un pouvoir chémoattractant potentiel. Ainsi les cellules du cancer de la 

prostate sont attirées par les fragments de collagènes I libérés par la résorption osseuse, 

l’EGF, le TGFβ, l’IGF-I, l’IGF-II et l’ostéonectine (Cooper, et coll. , 2000, Keller, et coll. 

, 2001). 
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d) Dissémination métastatique : 

L’intravasation implique le passage d’emboles néoplasiques dans les structures 

vasculaires où ils seront convoyés par le sang, associées aux molécules de fibrine ou aux 

plaquettes via les intégrines αIIb-βIIIa, ou la lymphe où ils doivent survivre à l’attaque des 

cellules NK (Natural killer) du système immunitaire et au stress mécaniques du flux 

sanguin (Paul, 1990). L’activation de récepteur PAR1 (protease-activated receptor 1) par 

la thrombine permet aux cellules tumorales de se protéger contre le stress mécanique de la 

circulation (Biggerstaff, et coll. , 1999). Dans la circulation, et essentiellement au niveau 

des capillaires sinusoïdes de la moelle, l’adhérence des cellules néoplasiques aux cellules 

endothéliales peut favoriser l’extravasation par des mouvements amiboïdes qui leur 

permet de gagner la moelle à  travers les interstices intercellulaires de ces capillaires 

(Figure 3). L’extravasation est suivie d’une prolifération des cellules tumorales réalisant 

une métastase médullaire (Chappard, et coll. , 2003). 

 

 

 

Tumeur primitive + 
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Figure 3 : Le processus métastatique 
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2.2.2. Les métastases ostéolytiques 
 

Les cellules osseuses sont d’abord responsables de la résorption osseuse induite par les 

tumeurs, et le remodelage osseux fournit le microenvironnement adapté à la formation de 

métastases (Roodman, 2004). Ainsi, le chimiotactisme, la croissance et la colonisation de 

l’os par les cellules du cancer primitif est facilité par une accélération du remodelage. 

 

Les cellules tumorales peuvent libérer plusieurs facteurs comme l’IL-1, IL-6, les TNFs, le 

TGF-α et des prostaglandines (Boucharaba, et coll. , 2004). Ces facteurs vont aboutir à 

une potentialisation de l’ostéoclastogenèse  (de la Mata, et coll. , 1995) et prolonger la 

survie des ostéoclastes par l’élaboration de CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1) (Yin, et 

coll. , 2005). En effet, les cellules des tumeurs ostéolytiques élaborent aussi des grandes 

quantités d’un facteur similaire à la PTH, nommé PTH related peptide (PTHrP), distinct 

de la PTH mais présentant des effets biologiques semblables (Mundy, 2002). Chargés de 

stimuler l'activité de résorption des ostéoclastes, cette protéine se fixe sur les mêmes 

récepteurs que la PTH et entraîne des réponses similaires (expression du RANKL, 

ostéoclastogenèse, hypercalcémie…) (Wada, et coll. , 2006). Certaines cellules 

cancéreuses ont été décrites comme capables de relarguer directement du RANKL soluble 

(Kozlow, et coll. , 2005). La PTHrP dérivée des tumeurs et d’autres stimulateurs de la 

résorption osseuses (tels que le M-CSF) peuvent être détectés dans les métastases osseuses 

induites chez la souris (van der Pluijm, et coll. , 2001). 

 

L’activité ostéoclastique accrue stimulée par la PTHrP, peut mener à une libération locale 

des facteurs de croissance matriciels comme IGF-1, BMPs, et surtout du TGF-β 

(Chappard, et coll., 2003). Ceux-ci viennent s’ajouter à ceux élaborés massivement par les 

cellules métastatiques. Libéré sous sa forme active, le TGF-β s’avère est un puissant 

promoteur de la prolifération tumorale (Kakonen, et coll. , 2002). En retour, les cellules 

cancéreuses produisent plus de PTHrP. On décrit alors la formation d'un véritable « cercle 

vicieux » au niveau duquel les phénomènes de résorption osseuse et développement 

tumoral s'entretiennent d’une façon mutuelle (Figure 4). 

 

Les ostéoblastes produisent le polypeptide PDGF (‘platelet derived growth factor’) qui 

augmente la prolifération tumorale, la résorption osseuse, la production de collagénase et 

la dégradation du collagène (Roodman, 2003). Les fragments peptidiques de collagène, 
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ainsi libérés, ont également un pouvoir chimiotactique sur les cellules cancéreuses. Ces 

fragment, ainsi que les phosphates libérés a partir de l’hydroxyapatite, pourraient alors 

être impliqués dans le recrutement des nouvelles cellules métastatiques au niveau du 

microenvironnement métastatique (Yoneda, et coll. , 2005). 
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Figure 4: Mécanismes mis en jeu au cours des métastases ostéolytiques : le cercle vicieux 
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2.2.3. Les métastases ostéocondensantes 
 
L’attachement des cellules cancéreuses prostatiques à l’os se fait par l’intermédiaire de 

l’intégrine α2β1 (Kostenuik, et coll. , 1996, Tantivejkul, et coll. , 2004). 

Bien que les lésions osseuses d’origine prostatique sont ostéoblastiques, elles sont 

associées à des lésions ostéolytiques et leur signification pronostique dépend 

généralement de leur extension. Les cellules d’adénocarcinome prostatique, comme toute 

cellule tumorale, élaborent différents facteurs (PTHrP, IL1, IL-6, et M-CSF) qui stimulent 

l’ostéoclastogenèse. Néanmoins, ce type de cellules néoplasiques a la particularité de 

libérer directement dans le microenvironnement des cytokines stimulant la prolifération et 

la survie ostéoblastique. Parallèlement à cela, elles libèrent des protéases qui bloquent 

l’activité de la PTHrP (Bonfil, et coll. , 2007)(Figure 5). 

 

2.2.3.1. Facteurs stimulants de l’activité ostéoblastique 
 
Les adénocarcinomes prostatiques sécrètent plutôt des endothélines qui stimulent la 

prolifération des ostéoblastes et donc une formation excessive d’os. Le taux circulant 

d’endothéline 1 (ET-1) et l’expression du récepteur de type A (ETA) sont augmentés chez 

les patients atteints de cancer prostatique métastatiques. Le traitement par un antagoniste 

du récepteur 1A de l’endothéline diminue la formation ostéoblastique et la prolifération 

tumorale chez l’animal (Guise, et coll. , 2003). Les carcinomes prostatiques (PC-3) 

expriment des fortes quantité en TGF-β2 qui stimule la prolifération des ostéoblastes in 

vitro aussi bien que la formation osseuse in vivo (Mundy, 2002). 

Les cellules du cancer de la prostate expriment : l’IGF-2 (Koeneman, et coll. , 1999), les 

FGFs acide (FGF-1) et basique (FGF-2) , et le PDGF qui stimulent la formation osseuse in 

vivo (Mundy, 2002). Les cellules cancéreuses MCF-7-Neu injectées chez la souris 

induisent des niveaux de PDGF-BB sérique plus importants que les cellules MCF-7 

parentales et sont également responsables de métastases plus agressives que les MCF-7 

parentales (Yi, et coll. , 2002). 

Les interactions des facteurs de croissance avec leurs récepteurs sont potentialisées par 

l’ET-1 qui est un médiateur central des métastases ostéoblastiques. L’ET-1 est impliquée 

dans la formation osseuse puisque des souris ET-1-/- présentent une hypoplasie des os de 

la face (Guise, et coll., 2003). Elle a été impliquée dans les métastases ostéoblastiques du 

cancer de la prostate chez l’homme et chez la souris (Mundy, 2002, Guise, et coll., 2003). 
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Une élévation de l’expression de BMPs est notée chez les patients présentant un cancer de 

prostate. Les BMP 2, 4 et 6 sont exprimées par les cellules de cancer prostatique (Lee, et 

coll. , 2003). En plus de leurs effets paracrines sur les ostéoblastes, les BMPs favorisent la 

survie des cellules cancéreuses (Yin, et coll., 2005). Il a été montré que le carcinome 

prostatique métastatique exprime du gène Wnt1 (Chen, et coll. , 2004). Dans les premiers 

temps de la métastase médullaire, les cellules cancéreuses expriment Dkk1 qui, en 

s’associant au récepteur LRP5/6, bloque l’activité ostéoblastique en favorisant le 

phénotype ostéolytique. A un stade plus avancé, les facteurs de croissance relargués de la 

matrice dominent l’expression de Dkk1 et l’action ostéoblastique de Wnt sera stimulée 

(Hall, et coll. , 2006). Une activation de la voie Wnt a été mise en évidence dans les 

ostéoblastes de patients avec métastases osseuses ostéocondensantes (Logothetis, et coll. , 

2005). L’ensemble de ces facteurs aboutit à une augmentation locale du nombre 

d’ostéoblastes actifs et donc à une stimulation de l’apposition ostéoblastique dans le 

microenvironnement osseux immédiat au foyer métastatique. 

 
2.2.3.2. Rôle des protéases 
 
Les cellules cancéreuses prostatiques synthétisent des protéases comme le PSA (prostate-

specific antigen) et l’urokinase uPA (urinary plasminogen activator). Cette dernière 

(l’uPA) augmente le nombre de métastases osseuses (Achbarou, et coll. , 1994). Alors que 

la PSA, enzyme codée par le gène hKLK3 qui appartient à la famille multigénique des 

kallicréines tissulaires humaines (Harvey, et coll. , 2000, Pampalakis, et coll. , 2007), peut 

cliver, en N-terminal, et inactiver le médiateur de l’activité ostéoclastique : PTHrP 

(Cramer, et coll. , 1996). L’urokinase uPA et le PSA peuvent activer et potentialiser des 

protéines ostéogéniques issues de la matrice osseuse sous forme latente (TGF-β ou l’IGF-

1 et 2). La libération d’IGF actifs augmente l’activité mitotique des ostéoblastes (Killian, 

et coll. , 1993). La protéine transporteuse du TGF-β comporte des sites de clivage 

sensibles à l’activité de la plasmine. En activant la plasmine, l’uPA et le PSA provoquent 

donc indirectement la libération de TGF-β stimulant d’une façon dramatique la formation 

osseuse (Roodman, 2004). 
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Figure 5 : Les mécanismes mis en jeu au cours des métastases ostéocondensantes 

- 38 - 



 
 
_____________________________ Physiopathologie des ostéopathies fragilisantes 
 

2.2.4. Modèles animaux de métastases osseuses 
 

Plusieurs modèles animaux de métastases osseuses existent. La majorité des études 

animales a concerné le modèle murin (Blouin, et coll. , 2005, Mao-Ying, et coll. , 2006). 

 

L’utilisation des modèles animaux a largement contribué à la meilleure compréhension de 

la physiopathologie des métastases, en particulier leur retentissement sur la matrice 

osseuse. De plus, la disposition des outils animaux validés permet le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses. 

L’injection de lignées cellulaires cancéreuse (MDA-MB-231,…) chez des souris immuno-

déficientes (nu/ nu) est un modèle largement répandu de métastases de l’os et de la moelle 

osseuse. Cependant, la détection par radiographie de métastases osseuses, ostéolytique ou 

ostéocondensantes, n’en fait pas un modèle idéal (Wetterwald, et coll. , 2002). La mise en 

évidence de ces lésions constitue en effet un événement tardif qui ne permet pas 

d’élucider les processus initiaux tels que le « switch » angiogénique (Hanahan, et coll. , 

1996). De plus, la radiographie seule ne permet pas de distinguer l’ampleur de la tumeur. 

 

Récemment, des modèles animaux de lésion métastatique, ont été développés. Ceux-ci 

vont permettre l’étude des mécanismes physiopathologiques des métastases osseuses 

ostéoblastiques et ostéolytiques (Blouin, et coll. , 2006, Mao-Ying, et coll., 2006, 

Badraoui, et coll. , 2007)  
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III. Techniques d’analyse de la microarchitecture osseuse 
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1. RADIOGRAPHIE 
 
La radiographie est une projection de la structure du réseau osseux tridimensionnelle en 

une texture plane, observable sur des clichés en noir et banc. Les images de radiographies 

permettent de détecter et de différencier les altérations osseuses induites par métastases : 

ostéolytiques et/ou ostéocondensantes. 

Les images de radiographies peuvent être numérisées et faire éventuellement l’objet 

d’analyse qui pouvaient fournir des informations intéressantes sur l’architecture de l’os 

trabéculaire (Wilding, et coll. , 1995, Buckland-Wright, et coll. , 1996, Caldwell, et coll. , 

1998, Link, et coll. , 1999, Chappard, et coll. , 2001). En ostéologie, les résultats obtenus 

par l’analyse de texture au niveau 2D et 3D sont le reflet de celles obtenus par histologie 

ou par microtomographie X (Chappard, et coll. , 2005, Guggenbuhl, et coll. , 2006). 

 
 
2. IMEGERIE PAR RESONNENCE MAGNETIQUE (IRM) 
 
L’IRM est actuellement considérée comme le gold standard pour le diagnostic des 

pathologies osseuses (Wallace, 2002, McGinley, et coll. , 2006). Ses principales qualités 

sont sa reproductibilité et essentiellement sa résolution spatiale (McGinley, et coll. , 

2004). 

 
3. HISTOMORPHOMETRIE 
 
L’histomorphométrie est la méthode de choix pour la compréhension de la physiologie et 

la physiopathologie du remodelage osseux. Le prélèvement, par biopsie osseuse pratiquée 

au niveau de l’os iliaque chez l’homme, est étudié sans préalable décalcification après 

inclusion dans une résine méthacrylique. C’est une méthode quantitative, applicable 

également chez le rat, est la seule qui permet d’évaluer à la fois l’activité cellulaire et 

tissulaire in vivo. L’analyse inclue des paramètres statiques, dynamiques, et 

architecturaux. 
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Le radio-isotope le plus utilisé de nos jours, pour l’exploration scintigraphique du 

squelette est le technétium 99m (99mTc). Ce traceur se fixe préférentiellement dans les 

territoires bien perfusés et où existe une ostéogenèse active (Goltzman, 2001). Il s’agit 

d’une injection d’un mésomère (tel que 99mTc) qui se désintègre puis la radioactivité 

résultante issue du corps est enregistré. Après injection, la répartition du traceur est 

détectée sous forme d’images par une caméra. Normalement cette répartition doit être 

relativement homogène. Cependant, elle peut être renforcée au niveau des tissus mous 

selon le degré d’élimination de l’isotope ou des tissus calcifiés soumis aux contraintes 

physiques importantes ou bien le siège d’un remodelage accru. L’apparition de nouveaux 

radioéléments et d’appareil d’acquisition sophistiquées permettra de développer l’aspect 

thérapeutique par meilleure quantification et suivi des lésions osseuses. Des travaux sont 

en cours au sein du laboratoire pour utiliser la scintigraphie osseuse dans le cadre de la 

détection de métastases osseuses chez le rat. 

 

5. TOMOGRAPHIE A EMISSION DE POSITON (TEP) 
 

La TEP est une imagerie scintigraphique qui utilise un traceur radioactif émetteur de 

positons. Cette technique l’identifie les endroits de l’organisme présentant des cellules 

cancéreuses en se basant sur la consommation anormalement élevée de glucose par ces 

derniers (20 à 30 fois plus de glucose que les cellules normales). Cette hyperactivité est 

due à la fois à une augmentation de la captation du glucose (par activation des 

transporteurs membranaires GLUT 1) et aux modifications enzymatiques responsables 

d’une augmentation de la glycolyse, avec production de lactates au détriment de la voie 

oxydative (Couturier, et coll. , 2004). Les isotopes radioactifs utilisés, dits « propres », 

s’incorporent facilement à des molécules. L’altération des propriétés biologiques est quasi 

nulle. Le traceur le plus couramment utilisé est le fluoro-déoxyglucose (18-FDG) dont la 

durée de vie du fluor 18 est de 110 minutes. La captation du 18-FDG a été corrélée avec 

l’importance des contraintes mécaniques, l’augmentation de la vascularisation et la 

formation de woven bone induite (Li, et coll. , 2005, Silva, et coll. , 2006). 
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IV. Traitements des lésions osseuses bénignes et malignes 
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Le diagnostic des lésions osseuses repose sur un faisceau d’arguments cliniques, 

radiologiques, scintigraphiques et biologiques et dont la certitude n’est souvent acquise 

que par un examen histologique ou cytopathologique. 

 

Quoique le tissu osseux possède la capacité de se régénérer, le processus de réparation 

osseuse est tributaire de nombreuses situations cliniques et pathologiques. L’arsenal 

thérapeutique actuel des patients ayant des lésions osseuses repose sur l’utilisation de la 

radiothérapie, d’inhibiteurs de la résorption osseuse, d’agents découplants, et de 

biomatériaux de comblements. Les agents anti-ostéoclastiques ; hormones de substitution, 

modulateurs sélectifs des récepteurs aux oestrogènes (SERMs), et bisphosphonates, 

permettent de ralentir la progression de la destruction osseuse mais restent 

malheureusement inefficaces quant à l'évolution ultime des métastases. A l’heure actuelle, 

seulement les sels de strontium, dites agents découplants, stimulaient la formation osseuse 

et inhibaient la résorption.

 
1. INHIBITEURS DE RESORPTION OSSEUSE 
 

1.1. Traitement hormonal de la ménopause (THM, anciennement THS 

pour traitement hormonal substitutif) 
On englobe sous le terme de traitement hormonal substitutif (THS) différents schémas 

thérapeutiques, associant oestrogènes, progestatifs et androgènes et destinés a compenser 

les effets de la carence oestrogénique chez les femmes ménopausées ou pour contrecarrer 

une déficience en hormones sexuelles chez les hommes (Jamin, et coll. , 2006, Ribot, et 

coll. , 2007) surtout en cas de castration chirurgicale ou médicale par les agonistes LhRh. 

Le THS peut être appliqué accompagné ou non à des progestatifs. Il ralentit le remodelage 

osseux en inhibant le recrutement et l’activité des ostéoclastes (Marcus, et coll. , 2002, 

Novack, 2007). Une étude récente chez la rate a montré que l’œstrogène, via le récepteur 

α était capable d’induire directement l’apoptose des cellules ostéoclastiques (Nakamura, et 

coll. , 2007). 

 

1.2. Modulateurs sélectifs des récepteurs aux oestrogènes ou 

androgènes (SERMs et SARMs) 
Les SERMs  et les SARMs incluent toute molécule capable de se lier aux récepteurs des 

œstrogènes ou des androgènes respectivement. Donc, ils agissent comme agonistes ou 
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antagonistes des œstrogènes sur différents tissus (intra et extra-osseux) et ont un effet 

antirésorptif en diminuant l’activité ostéoclastique par leur effet « estrogen like » (Bryant, 

et coll. , 1999, Gougelet, et coll. , 2007). 

 

Il a été montré que les SERMs induisent une stimulation du TGF-β (Yang, et coll. , 1996, 

Narayana Murthy, et coll. , 2006) et diminuent les taux sériques en IL-6 (Bryant, et coll., 

1999). In vitro, les SERMs, dont le raloxifène, inhibent la différenciation des ostéoclastes 

via l’IL-6 (Kung Sutherland, et coll. , 2003). Les SERMS se présentent comme une 

alternative à l'oestrogénothérapie substitutive dans la prévention des complications dans la 

ménopause. En effet, comme les estrogènes, les SERMs réduisent l'hyperactivité 

ostéoclastique observée après la ménopause. Les deux types de récepteurs sont présents 

dans les cellules osseuses. Toutefois, la concentration des récepteurs β est haute dans les 

territoires spongieux alors que la concentration des récepteurs α est supérieure en territoire 

cortical (Riggs, et coll. , 2002). Ainsi, en normalisant l'hyperremodelage osseux 

postménopausique, les SERMs préviennent la survenue d'une détérioration architecturale 

plus grande en territoire spongieux ce qui réduit le risque fracturaire trabéculaire mais 

reste insuffisant pour réduire le risque fracturaire cortical qui impose un effet 

antiostéoclastique plus puissant. Plus récemment, un polymorphisme génétique du 

récepteur α aux estrogènes a été montré ce qui pourrait expliquer en plus la mauvaise 

réponse antifracturaire observée chez certains sujets ostéoporotiques hétérozygotes 

(Heilberg, et coll. , 2005). 

La dénomination de « SERMs » peut être étendue à d'autres substances, et on sait 

actuellement qu'en dehors de l'estradiol, de nombreuses molécules retrouvés dans 

l'environnement, qu’ils soient naturels (phyto-estrogènes,) ou de synthèse (tibolone, 

ipriflavones, dérivés organochlorés, pesticides). Ces substances « SERMs-like » sont 

capables de se fixer avec une affinité plus ou moins importante sur le récepteur des 

estrogènes et d'induire, selon leur structure et le tissu, une réponse de type agoniste ou 

antagoniste de celle de l'estradiol (Ribot, et coll. , 2000). Le tetradifon est un pesticide 

organochloré, couramment employé en agriculture pour lutter contre une large gamme 

d’acariens, présentant une structure semblable à celle de l’œstrogène (estrogen-like). Une 

étude récente chez le rat a montré que, quoi que toxiques, certaines substances 

organochlorées (le tetradifon) ayant une structure semblable à celle de l’œstrogène 

(Badraoui, et coll. , 2007), peuvent être capables de ralentir le remodelage osseux 

(Badraoui, et coll. , 2007). 
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En ce qui concerne les pesticides organochlorés a structure estrogen-like, il a été montré 

qu'ils sont capables non seulement d'agir comme des agonistes du récepteur de l'estradiol, 

mais aussi d'orienter le métabolisme du 17β-estradiol vers la formation préférentielle de 

16α OH-estrone à propriétés oestrogéniques marquées (Bradlow, et coll. , 1995). Il semble 

démontré que différents pesticides, dont le tetradifon, seraient capables d’inhiber 

spécifiquement l’aromatase, enzyme fixant l’équilibre entre les androgènes et les 

oestrogènes, donc d’augmenter le taux d’androgènes, alors que simultanément certains 

pesticides pourraient en outre agir directement en raison de leur effet œstrogénique 

(Richard, et coll. , 2005).Ces effets ont pour conséquence d'augmenter l'exposition du 

tissu mammaire aux influences estrogéniques ou estrogen-like. Par conséquent, la 

susceptibilité d'accroître le risque de développement d'un cancer du sein est certaine 

(Charlier, et coll. , 2002). De la même façon l'influence de ces produits sur la fertilité 

masculine a été envisagée et est possible, que ce soit par puberté précoce (Baron, et coll. , 

2000, Krstevska-Konstantinova, et coll. , 2001) ou hypofertilité (Straube, et coll. , 1999, 

Thonneau, et coll. , 1999).  

 

1.3. Les bisphosphonates 

 
Les bisphosphonates sont constitués par une structure de base phosphate-carbone-

phosphate (P-C-P), et sur laquelle sont substituées au niveau de l’atome de carbone deux 

chaînes latérales R1 et R2. Leur efficacité est attribuable au fait qu’ils ont des propriétés 

anti-résorptives par réduction du remodelage osseux liée à une inhibition de l’activité des 

ostéoclastes (Rogers, et coll. , 2000, Rogers, 2003, Stresing, et coll. , 2007). Cette activité 

inhibitrice, conditionnée grandement par la chaîne R2 : amino ou non amino-

bisphosphonates (Rogers, et coll., 2000, Halasy-Nagy, et coll. , 2001, Hashimoto, et coll. , 

2007). 

Compte tenu de la distribution élective des bisphosphonates au niveau de l’os, ceux-ci 

exerceront préférentiellement une action sur les ostéoblastes, ostéoclastes ainsi que leurs 

précurseurs (Body, et coll. , 2002). Les bisphosphonates ont également une activité 

cytotoxique sur les cellules tumorales en inhibant leur adhérence et leur invasion 

(Boissier, et coll. , 1997, Kunzmann, et coll. , 2000, Stresing, et coll., 2007) (Daubine, et 

coll. , 2007). L’inhibition de la néoangiogenèse par les bisphosphonates s’exerce par 

l’intermédiaire d’une modulation de l’apoptose cellulaire et de l’expression des molécules 

d’adhésion (Green, et coll. , 2002). Des études récentes ont montré que les 
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bisphosphonates sont des puissants inhibiteurs de l’angiogenèse in vitro et in vivo 

(Stresing, et coll., 2007) (Hamma-Kourbali, et coll. , 2003, Hashimoto, et coll., 2007).  

 

CH 2O 3P PO 3H 2

R 1

R 2
 

Figure 6 : Structure globale des bisphosphonates 

 

Tableau 3 : Pharmaco-cinétique et pouvoir antirésorptif des différents bisphosphonates : 

comparaison entre structure et capacité inhibitrice. Données théoriques, d’après (Paycha, et 

coll. , 2007). 

 

Bisphosphonates Pourcentage de 

liaison aux 

protéines 

plasmique (%) 

Pourcentage de 

fixation sur l’os 

dans les 24 h (%) 

Demi-vie 

sanguine 

(h) 

Demi-

vie 

osseuse 

Puissance 

thérapeutique 

Médronatea ? 30 1 Non applicable 

Oxidronatea ? 36 1 Non applicable 

Ethidronatea ? 20 1-6 1 

Clodronate <10 20 2 10 

Tiludronate 91 50 2 10 

Pamidronate 54 60 0.5 100 

Alendronate 78 50 2 500 

Risédronate 24 50 2 5000 

Ibandronate 99 40 14 5000 

Zolédronate 56 60 2 Tr
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a Bisphosphonate diagnostique 
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2. AGENTS DECOUPLANTS 
 

Un agent découplant, à double action, stimulerait la formation osseuse et inhiberait la 

résorption. Ce sont les sels de strontium et le ranélate de strontium a été proposé en 

thérapeutique. Ce sel est indiqué en prévention primaire et secondaire des fractures 

vertébrales et de la hanche. Plusieurs études récentes ont montré que le ranélate de 

strontium renforcerait la microarchitecture osseuse (Jiang, et coll. , 2006). 

La répartition des sels de strontium dans l'organisme après administration orale, et ses 

modes d'action cellulaires sont désormais mieux connus qu’auparavant (Dahl, et coll. , 

2001). Il a été montré que une fois ajouté à une alimentation normale, le strontium 

diminuait la résorption osseuse et augmentait la formation osseuse et le volume 

trabéculaire osseux sans trouble de minéralisation (Grynpas, et coll. , 1996). Le traitement 

prolongé au strontium augmente la résistance mécanique des os (Buehler, et coll. , 2001). 
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V. Radicaux libres, stress oxydant et pathologies  
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1. GENERALITES 

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui ont perdus un ou plusieurs 

électrons de l’orbite externe. Cela lui confère une grande réactivité donc une demi-vie très 

courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant 

un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé 

(système redox) (Halliwell, 1996). Les principales espèces réactives de l’oxygène (ROS, 

pour reactive oxygen species) figurent dans le tableau suivant : 

 

Tableau 4 : Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

 Nom Symbole chimique 

Anion superoxyde O2˙-

Radical hydroxyle OH˙ 

Oxyde nitrique  NO˙ 

Radicaux peroxyles RO2

Peroxynitrite ONOO-

Formes radicalaires 

Radical nitrosyl ONOOH 

Oxygène singulet 1O2Formes non radicalaires 

Peroxyde d’hydrogène H2O2

 
 

Le métabolisme cellulaire produit, à l’état physiologique, plusieurs radicaux libres dérivés 

de l’oxygène (Fattman, et coll. , 2003). Il a été montré que certains ROS sont utilisés par 

l’organisme comme médiateurs régulant des fonctions cellulaires comme la prolifération 

et l’apoptose, impliquant des modifications des voies de signalisation intracellulaires 

associées à une modulation de l’expression génique (Haddad, 2002). Cette production est 

ainsi en permanence physiologique ; elle est déterminée, dirigée, et utile. Cependant, la 

production de radicaux libres peut devenir excessive ou résulter de phénomènes toxiques 

exogènes et l’organisme va devoir contrecarrer ces excès par différents moyens de défense 

antioxydants. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit de la capacité antioxydante ou 

par suite d’une surproduction énorme de radicaux, on dit que la balance 

prooxydative/antioxydative est déséquilibrée. La perturbation de l’équilibre endogène 

entre radicaux libres et antioxydants de courte ou longue durée, nommé stress oxydant 

(Berger, 2006). 
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Généralement, la rupture de cet équilibre est due à la promotion d'espèces activées de 

l'oxygène, ou radicaux libres oxygénés entraînant l’installation d’un état de stress 

oxydatif.  

 

ROS

 
 

Figure 7 : Origine intra et extracellulaire des ROS 
XO : xanthine oxydase ; P-450 : cytochrome P-450 

 
 

2. SYSTEME DE DEFENSE CONTRE LES ROS 
 

Pour se défendre, l'organisme dispose de moyens de défense contre des radicaux libres. 

Les uns sont d'origine endogène, comme des enzymes (catalase, glutathion réductase, 

superoxyde dismutase) ou des facteurs spécifiques (glutathion, acide urique, coenzyme 

Q10), d'autres sont apportés par l'alimentation (caroténoïdes, vitamines C et E, 

sélénium...). Tous vont contrebalancer l'action des ROS. 

2.1. Systèmes de défense enzymatiques 

En présence d’oligo éléments (Cu, Zn, Mn, Fe), les superoxydes dismutases (SOD) sont 

des antioxydants responsables de la dismutation de l’anion superoxyde selon la réaction 

suivante : 

2O2
0 + 2H+ →  H2O2 + O2 
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Les glutathions peroxydes (GPx) sont des enzymes qui détruisent non seulement l’H2O2 

mais aussi les peroxydes organiques toxiques qui se forment au cours de l’oxydation des 

acides gras insaturés et du cholestérol. 
La catalase (CAT) prévient la péroxydation des molécules biologiques induites par 

l’H2O2. L’activité catalogue se fait selon la réaction suivante : 

2 H2O2   →  2 H2O+ O2

La catalase est une enzyme sensible à l’action  des contaminants inducteurs de stress 

oxydatif comme les hydrocarbures, les polychlorobiphényles (PCB) et les pesticides 

telque le tetradifon (Shiyin, et coll. , 2004). La catalase évite que la concentration de H2O2 

dépasse le niveau duquel il serait susceptible d’inactiver la SOD. 

 

2.2. Systèmes de défense non enzymatiques 

La vitamine A (rétinol) est un antioxydant, élément qui protège contre les maladies en 

neutralisant les molécules d'oxygène instables, les radicaux libres, du corps. Il semblerait 

que la rétinol permette de prévenir des cancers du sein. 

La vitamine C est primordiale à la formation et au maintien du collagène, protéine qui 

maintient les cellules du corps en place. Le collagène est indispensable aux os, aux dents 

et à la guérison des blessures. 

La vitamine E est une vitamine liposoluble. Elle existe sous différentes formes chimiques 

(Figure 8). Le composé le plus actif est l'alpha tocophérol (scavenger). Elle se trouve dans 

tous nos tissus. La vitamine E est antioxydante, elle protège les acides gras poly-insaturés 

des membranes cellulaires de nos tissus contre les dommages de l'oxydation en 

neutralisant ces radicaux libres. Elle fonctionne de pair avec les autres anti-oxydants tels 

que les vitamines C et A et le sélénium. La vitamine E jouait un rôle préventif dans le 

développement des cancers et aurait un effet bénéfique sur les maladies cardiovasculaires 

en limitant les effets néfastes du cholestérol. 
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Tocophérol

Tocotriénol

 R1 R2
 α CH3 CH3
 β CH3 H 
 γ H CH3
 δ H H 

   
Figure 8 : Structures chimiques des tocophérols et tocotriénols 

 
Il est fortement suggéré que la vitamine E ait un rôle préventif contre le cancer. 

Cependant, les donnes de la littérature se contredisent (Wu, et coll. , 2002, Virtamo, et 

coll. , 2003, Pham, et coll. , 2005, Cho, et coll. , 2006). 

Une vaste étude clinique menée en Finlande et une étude épidémiologique indiquent que 

ces suppléments peuvent réduire le risque de cancer de prostate chez les fumeurs(Kirsh, et 

coll. , 2006). Un suivi de l’essai finlandais démontre que l’incidence du cancer de la 

prostate est revenue à la normale après l’arrêt de la vitamine E, ce qui signifie que, pour 

exercer son effet protecteur, la prise devrait être continue (Virtamo, et coll., 2003). 

L’effet préventif de la vitamine E est attribué à son activité antioxydante. En effet, la 

vitamine E se fixe au sein des membranes lipidiques grâce à sa longue chaîne lipidique, et 

c’est sa fonction phénolique qui est responsable de son activité antioxydante. Ainsi, sa 

présence permet la conservation de l’intégrité des lipides membranaires (Nemmiche, et 

coll. , 2007). Il est possible que le tocophérol agisse également sur le plan hormonal, 

puisque la vitamine E abaisse le taux sanguin hormones stéroïdiennes notamment la 

testostérone et l’androstènedione (Hartman, et coll. , 2001). Dans deux études 

américaines, la prise de vitamine E est associée à la réduction de moitié des risques de 

cancer de l’oropharynx (GRIDLEY) et de 68% de cancer du côlon (BOSTICK).  

Un essai clinique avec placebo de grande ampleur est en cours depuis 2001 afin de vérifier 

les effets préventifs du mélange vitamine E naturelle/sélénium sur le cancer de la prostate. 

Elle sera menée jusqu’en 2013 auprès de plus de 35 000 sujets (Klein, et coll. , 2003). 
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3. STRESS OXYDANT ET PATHOLOGIES 
 

Les recherches menées au cours des dernières décennies ont montré que de nombreuses 

situations physiopathologiques, ainsi que les maladies osseuses et cancéreuses, seraient 

associées et favorisées par la production de radicaux libres lorsque cette production 

dépasse les capacités de défense anti-oxydantes, ce qui correspond alors à l’état dit de 

stress oxydant (McCord, et coll. , 2005, Muthusami, et coll. , 2005, Afonso, et coll. , 

2007). 

Pourquoi les craindre ? Parce qu'elles réagissent avec les tissus voisins causant des lésions 

oxydatives par extension de proche en proche. Elles s'attaquent aux composés vitaux des 

cellules (lipides, protéines, ADN), lésant ainsi : 

- les acides nucléiques, par fragmentation et désordre de réplication de l’ADN, 

entraînant des mutations et des cancers. 

- les structures lipidiques, ainsi que les composantes matricielles. 

- les fibres de collagènes et donc la rigidité des tissus y compris l’os. 

Ils sont aussi impliqués dans l’oxydation des protéines qui peuvent mener à leur 

fragmentation chimique, ou à leur susceptibilité accrue à l’attaque  protéolytique. 

3.1. Stress oxydant et intoxication aux pesticides 

L’utilisation des pesticides dans notre environnement  ainsi que leur présence résiduelle 

dans les aliments favorisent le stress oxydant (Bayoumi, et coll. , 2000). La vitamine E 

jouait un rôle très important contre le stress oxydant généré par les intoxications, 

notamment aux pesticides et aux métaux lourds (Nemmiche, et coll., 2007). 

3.2. Stress oxydant et cancer 

Les relations entre stress oxydant et cancer s’avèrent très étroites, les ROS intervenaient 

dans l’activation des pro-oncogènes, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant les 

gènes suppresseurs de tumeurs comme p53 (Yan, et coll. , 2002). Il a été démontré que le 

stress oxydatif stimule l’angiogenèse tumorale (Gerald, et coll. , 2004, Gerald, et coll. , 

2005, Pouyssegur, et coll. , 2006). 

Il parait que la vitamine E jouerait un rôle dans la minéralisation et que son déficit 

provoquerait le début de maladies des os et du foie. 
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I- ANIMAUX ET TRAITEMENT : 

 

1- Animaux et expérimentations : 

1.1- Effets de l’intoxication par le tetradifon sur le microenvironnement osseux 

Vingt- quatre rates femelles de souche Wistar pesant environ 190 g, provenant d’un élevage 

de l’Institut de Pasteur de Tunis (IPT). Celles  ci ont été réparties en 4 lots (2 lots témoins et 

2 lots traitées), pour étudier le microenvironnement osseux suite a l’intoxication par un 

pesticide a effet SERMs. Nous avons testé l’effet du tetradifon (Figure 9), fourni par 

SEPCM (Mégrine, Tunisie), après administration continue respectivement pendant 6 et 12 

semaines à une dose cumulative de 2430 mg/kg de PC. Le mode d’exposition choisi est 

l’ingestion par voie orale du produit dilué dans l’eau de robinet. Le choix de la dose est basé 

sur des travaux antérieurs de Niepolomski et al. (Niepolomski, et coll. , 1972). Ces animaux 

ont été sacrifiés sous anesthésie par voie intrapéritoniale à l'aide d'une solution de 

Thiopental 5 mg/ml (Biochimie GmbH, Vienna Austria) à raison de 60 mg/kg de PC. 

 

 

 
 

Figure 9 : Structure chimique du tetradifon (C12H6Cl4O2S) 
 

 

 

1.2- Effet de la vitamine E sur des cellules Walker 256 

Ces cellules sont réputées ostéophiles et génératrices de métastases osseuses ostéolytiques. 

Les cultures ont été réalisées dans des boîtes à 24 puits. 

Un comptage cellulaire sur cytogramme, avec un test d’exclusion au bleu de trypan, ont été 

réalisé afin de déterminer le nombre de cellules vivantes. A J0, le taux de mortalité été de 

1%. Les cellules, Walker 256, ont été cultivées dans des boites de cultures a 24 puits. La 

concentration de cellules ensemencée dans chaque puits a été de 5.104 cellules/ml. Avant 
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d’ajouter le produit de traitement, les boîtes ont été remises à l’étuve (5 % CO2, 37° C) 

pendant 24h. Cette durée de « stabilisation » permet l’adhésion des cellules. Le lendemain, 

le milieu de culture de chaque puits a été remplacé par 1 ml de milieu neuf auquel a été 

ajouté ou pas de l’alpha tocophérol acétate, a raison de 0 ; 1,25 ; 2,5 ; 3,75 ; ou 5 µg/ml.  

Le pourcentage d’apoptose et le dégagement de radicaux libres oxygénés (RLO) ont été 

quantifiés, par analyse d’image et mesure de fluorescence respectivement, après différentes 

périodes d’incubation avec l’alpha tocophérol acétate (24 ; 48 ; et 72 h). Pour chaque 

concentration en ATA et pour chaque durée d’expérimentation, l’étude a été réalisée en 

triplet. 

 

1.3- Etude des métastases  ostéolytiques 

Cinquante- deux autres rats males de souche Sprague Dawley ont été utilisés pour l’étude 

des métastases osseuses ostéolytiques induites par l’injection in situ des cellules Walker 

256/B. Ceux-ci ont réparties en 3 lots : 

- 12 rats ont été opérés à blanc. Ces rats constituent le groupe témoin (SHAM). 

- 20 rats ont reçu une injection intraosseuse de cellules Walker 256/B. Les rats ont été 

anesthésiés avec un mélange xylasine / kétamine et la patte arrière droite a été rasée. Une 

incision a été réalisée sur face extérieure de la patte en suivant l’axe du fémur gauche. Après 

écartement musculaire, le fémur a été foré au centre de la diaphyse grâce à une turbine de 

dentiste portant une mèche de 0,5 mm de diamètre. Le trou a été immédiatement rebouché 

par de la cire d’Horsley à travers laquelle 104 cellules Walker 256/B ont été injectées à 

l’aide d’une seringue équipée d’une aiguille courbée (Figure 10). La plaie a été abondement 

rincé avec du liquide physiologique puis refermée à l’aide d’agrafes. Ces rats constituent le 

groupe W256. 

- 20 rats ont reçu, 6 jours/semaine, un gavage de l’alpha tocophérol acétate à raison de 

45mg/Kg PC durant 20 jours. Une injection intraosseuse de cellules Walker 256/B (cf ci-

dessus) a été réalisée. Ces rats constituent le groupe W256+ATA. 

Les différents lots des rates ont été placés dans des cages standards à une température 

constante de 24°C et soumis à des cycles réguliers de 12 h d’obscurité / 12 h de lumière, et 

acclimatées à l’animalerie pendant 15j avant le début de l’expérimentation. 

Après 20 jours, les rats servant à l’étude de métastases ostéolytiques ont été sacrifiés et des 

échantillons biologiques ont été prélevés (fémurs, rein, sang, urines, foie). Cette durée a été 

choisie vue qu’une étude préliminaire a montré que l’injection in situ des cellules Walker 
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256/B abouti a une perte osseuse trabéculaire très importante avec effraction corticale très 

avancée 30 jours (Blouin, et coll., 2006). 

 
 
 
 

 
 
 

Figure 10 : Photographie de l’inoculation intra osseuse des cellules tumorales. 
 
 
 

 

2- Obtentions d’ascites : 

Pour l’étude des métastases osseuses, Des cellules tumorales Walker 256, préalablement 

cultivées in vivo, puis passées deux fois de suite dans la cavité péritonéale de l’animal pour 

un développement en ascite après injection intrapéritonéale. La durée de chaque ascite est 

de ~ 6 jours. Les différences de phénotypes entre les cellules Walker 256 en culture et celles 

après passages in vivo ont été identifiées par électrophorèse bidimensionnelle. 

 

3- Sacrifices, prélèvement et préparation d’échantillons prélevés pour les analyses : 

Les sacrifices ont été réalisés dans des pièces annexées, dans les mêmes conditions 

expérimentales pour éviter tout agent stressant et toujours dans la même période de la 

journée pour éviter les variations dues au rythme circadien.  

3.1- Urines : 

Des échantillons d’urine des rates ont été collectées et utilisés pour la détermination des 

paramètres urinaires. 
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3.2- Sang : 

Pour chaque rate un volume sanguin est prélevé par aspiration lente à l’aide d’une seringue 

placée dans le cœur (ventricule) de l’animal. Selon le type d’analyse, les prélèvements sont 

récupérés  dans différents tubes à hémolyse soit : 

- Sur héparine et sans centrifugation qui nous a servi aux études cytogénétiques. 

- Sans anticoagulant avec centrifugation de l’ordre de 4000trs/min pendant 15 min. Les 

sérums ont été conservé à –20°C pour des dosages ultérieurs de certains paramètres 

biochimiques. 

 

3.3- Foies et reins : 

Les foies et les reins sont destinés à des études histologiques, histochimiques sont prélevés 

et immédiatement fixés dans le formol 10%. Pour l’étude de l’effet du tetradifon sur la 

balance oxydative/antioxydative, quelques fragments du lobe inférieur du poumon gauche et 

du foie, l’ovaire gauche et le rein gauche sont broyés pour le dosage des TBARS. 

3.4- Fémurs 

Les fémurs des membres droits sont nettoyés puis fixés soit au BB’S pour servir à la 

confection des coupes de tissus osseux inclus en résine méthacrylique, soit au 

glutaraldéhyde pour l’étude en microscopie électronique à balayage. 

Des fémurs des rats destinés à l’étude des métastases osseuses, ont servi à l’évaluation du 

statut oxydatif dans le microenvironnement osseux. 

5.5- Moelle osseuse : 

De la moelle osseuse a été prélevée par ponction sur les têtes fémorales pour : (i) étudier la 

génotoxicité du tetradifon par des tests cytogénétiques (SCEs : échanges survenue entre les 

chromatides sœurs et CAs : aberrations chromosomiques), (ii) étudier l’état du stress 

oxydatif dans le microenvironnement médullaire avec des foyers tumoraux. 

 

II- TECHNIQUES D’HISTOLOGIE : 

 

1- Microscopie optique standard pour les parties molles: 

Dans le but d'empêcher l'autolyse des tissus et de les maintenir dans un état proche de l’état 

vivant, on a utilisé pour la fixation le formol à 10%. Après 24H, les fragments tissulaires ont  

été plongés dans un bain de formol, d’alcool et de toluène et de paraffine liquide. Ces 

différentes étapes de la circulation étaient réalisées par un appareil automatique 

programmable : l’histokinet. 
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L’inclusion (enrobage) est faite en plaçant les fragments dans des moules en plastique (Peel-

a-way) préalablement remplis de paraffine liquéfiée a 56°C. Des coupes fines de 3-4µm 

d’épaisseur environ ont été confectionnées. Le microtome utilisé est de type HM314 avec 

des lames de rasoir métalliques jetables (Jung Leica). Les coupes récupérées sont déposées 

sur une lame de verre partiellement couverte d’une solution d’albumine à 0,1%, puis les 

coupes étaient ramenées à l’étuve à 37°C. Le lendemain, les coupes ont été déparaffinées 

dans deux bains successifs de toluène, puis leur réhydratation dans deux bains successifs 

d’alcool à concentration décroissante (100% et 95%) puis à l’eau de robinet. Puis les 

différentes coupes sont colorées à l’hématoxilline-éosine, une coloration histochimique 

supplémentaire au P.A.S. a été également réalisée pour chaque prélèvement. 

 

2- Microscopie optique des pièces osseuses sans décalcification 

2.1- Fixation et infiltration : 

Après prélèvement, les pièces osseuses sont fixées dans le BB’S pendant 24 heures, 

transférées ensuite dans des tubes de verre avec bouchon en bakélite vissé, déshydratées 

dans des bains d’acétone et infiltrées par l’MMA (méthyl-méthacrylate) par agitation 

constante avec l’agitateur rotatif en vitesse lente. La durée des bains est de 1 heure avec un 

volume de 5 ml environ. Tous les bains sont réalisés à température ambiante à l’exception 

du dernier bain d’infiltration qui doit être pratiqué à -20°C pendant une nuit. 

 

2.2- Inclusion  et démoulage des blocs : 

Elle consiste à transvaser le bain de la veille dans un godet en plastique (Peel-A-Way). La 

polymérisation s’effectue progressivement à 4°C.  

La pièce est déposée sur un petit fragment de mousse polyster, recouverte du mélange 

d’inclusion de façon à former un ménisque. Le prélèvement est identifié avec une étiquette 

portant la référence de la pièce. Le godet est ensuite bouché et deux plaques de verre sont 

posées sur le bouchon, l’ensemble permet de créer une atmosphère anaérobie nécessaire à la 

polymérisation. Les godets sont enfin placés dans le réfrigérateur et de l’eau est mise dans 

le plateau jusqu’a  mi-hauteur du godet ce qui permet de limiter le pic thermique obtenu au 

cours de la polymérisation. Le lendemain les blocs peuvent être démoulés et coupés. 

 

2.3- Coupe des blocs : 

Sur les  pièces osseuses incluses, des coupes sériées sont réalisées à l’aide d’un microtome 

Polycut S Reichert Jung équipé d’un rasoir au carbure de tungstène. Les coupes sont 
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récupérées dans l’eau à l’aide d’une bande de papier humide, bande de la largeur de la 

coupe. Des coupes de 7 µm d’épaisseur sont réalisées sur des étages différents de la façon 

suivante : une coupe pour la coloration de Goldner et une autre pour la coloration au 

Giemsa. On débite ensuite 30µm d’épaisseur du bloc sur lequel aucune coupe n’est 

récupérée puis on répète 4 fois cette opération en récupérant chaque fois une coupe. 

Les coupes sont colorées puis montées au Néontellan après déshydratation. Les lames sont 

ensuite serrées à l’aide de pinces en bois pour limiter au maximum le phénomène de 

plissement. La procédure suivie est celle décrite par (Chappard, et coll. , 1987). 

 

2.4- Colorations : 

2.4.1- Trichrome de Goldner modifié : 

Elle est basée sur la détection du tissu ostéoïde et du tissu minéralisé. La technique est la 

suivante : 

Incuber les coupes au moins pendant 1H dans l’acide picrique saturé, rincer abondamment 

dans l’eau distillée. Colorer dans l’Hémalum de Meyer pendant 15min, puis différencier 

l’Hémalum de Meyer dans une solution d’acide chlorhydrique 0,1N (3,6%) jusqu’à ce que 

l’os ait pris une teinte rose pâle. Rincer à l’eau courante puis virer l’Hémalum de Meyer au 

bleu dans le carbonate de lithium, ainsi les noyaux de la coupe prennent alors une teinte 

bleuâtre. Rincer de nouveau à l’eau courante. Colorer pendant 20min dans une solution de 

Fushine Ponceau. Rincer à l’eau acétifiée, placer les coupes pendant 6min dans l’acide 

phosphomolybdique-Orange G pour décolorer partiellement les tissus osseux qui était rouge 

(agiter les coupes de temps en temps). Ensuite bien égoutter les coupes sans rinçage les 

colorer pendant 15min dans le fast green FCF 0.1%. Rincer  2 à 3 fois dans l’eau acétifiée, 

déshydrater les coupes dans 3 bains de 2-propanol puis 2 bains de méthylcyclohexane. 

Enfin montage au Néontellan. 

2.4.2-  Détection histoenzymatique de la TRAcP : 

Cette réaction se base sur la détection de la TRAcP contenue dans les ostéoclastes 

responsable de la résorption osseuse. La technique colore les ostéoclastes en rouge et l’os en 

bleu. 

2.4.3-  Coloration au Giemsa fast : 

Le Principe est basé sur la coloration cellulaire dont la technique est la suivante : plonger les 

coupes pendant 10min dans une solution de May Grunwald, les rincer à l’eau de robinet 

puis 20min dans Giemsa (10%). Passer dans 3 bains de 2-propanol puis 2 bains de 

méthylcyclohexane. Enfin montage au Néontellan. 
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III- METHODES BIOCHIMIQUES: 

 

1- Techniques de chromatographie pour le dosage des vitamines : 

L’extraction des échantillons sanguins pour dosage de vitamines A et E se fait en cinq 

étapes : la déprotéination du plasma par 200µl d’éthanol. Extraction du mélange (α-

tocophérol et rétinol) obtenu par le n-hexane, puis évaporation sous courant d’azote 

hexanique. Ensuite reprise de résidu sec par 250µl de méthanol pur, et enfin l’injection dans 

le système chromatographique de 50µl de l’extrait. 

La technique de chromatographie liquide à haute performance (HPLC) utilisée pour le 

dosage des Vitamines A et E est une chromatographie en phase inverse et en mode 

isocratique. La phase mobile est formée d’un mélange (méthanol/n-butanol/eau) (V/V/V ; 

89,5/5/5). L’étalon interne utilisé est le rétinyl acétate. L’élution de la phase mobile a été 

faite à un débit de 1,7 ml/min, en utilisant une colonne C18 (L=15cm ; DI=4,6mm). 

La détection a été réalisée par spectrophotométrie ultra violette (UV) avec une commutation 

de longueur d’onde 325 à 340 nm pour le rétinol acétate et λ = 292nm pour l’α-tocophérol. 

 

2- TBARS tissulaire 

2.1- Principe 

Décrite par Kohn et Liversedge en 1944, précisée par Patton et Kuntz en 1951, la réaction 

de dosage de malondialdéhyde (MDA) tissulaire adoptée pour les différents organes, repose 

sur la formation en milieu acide (pH 2-3) et à chaud (90 °C-100 °C) entre le MDA et deux 

molécules d’acide  thiobarbiturique (TBA) ; d’un pigment rose absorbant à 532 (Esterbauer, 

et coll. , 1990) La réaction au TBA est une méthode très sensible permettant de détecter les 

faibles quantités de péroxydation lipidique en particulier le MDA libre. Notant que le 

complexe 2 TBA-MDA n’est stable que pendant 3 heures à l’abri de la lumière et à 

température ambiante. 

2.2- Technique : 

- Broyage à froid de l’échantillon tissulaire à l’aide d’un broyeur Ultra Turrax Tenebroek 

(1g de tissus + 10ml de KCl 1.15%) a fin d’obtenir un homogénisat tissulaire. Puis prélever 

200µl de l’homogénéisât préparé. Ajouter 200µl de SDS (sodium dodécyl sulfate) 8.1%, 1.5 

ml d’acide acétique 20% (pH=3.5 ajusté avec du NaOH), 1.5 ml d’une solution aqueuse 

d’acide thiobarbiturique (TBA  0.8%) et 800 µl d’eau distillée (QSP 4ml).  
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- Porter le mélange au bain marie à 95° pendant 30min puis refroidir à l’eau courante. 

Ensuite ajouter 1ml d’eau distillée et 5ml d’isobutanol-pyridine (15/1). 

- Après centrifugation des tubes à 4000trs/min pendant 15min, prélever le surnageant pour y 

déterminer la DO à 532 nm. Enfin, convertir au terme concentration de MDA. 

2.3- Courbe d’étalonnage : 

Pour assurer le dosage de MDA nous avons réalisé au paravent une solution de TEP à 

10mM (1,1,1,3-tetra-ethoxypropane) de formule chimique (C2H5O)2 et de poids moléculaire 

220.31g. Le MDA étant un composé instable, la gamme d’étalonnage a été établie à partir 

d’une solution fille diluée 500 fois obtenues à partir de la solution mère de TEP. Des 

solutions étalons à des concentrations croissantes (0, 4, 8, 12, 16, 20 nM) ont été préparées. 

Notant que le dosage s’effectue en double sur tous les extraits tissulaires d'échantillon 

d'organes prélevés et des  étalons de TEP.  

 

3- Dosage de l’activité de la catalase (CAT): 

L’activité catalase a été exprimée en µmol H2O2 hydrolysées/min/mg de protéine en se 

basant sur la détermination du peroxyde d’hydrogène selon la procedure de Beers and Sizer 

(Beers, et coll. , 1952). 

La densité optique (DO) a été mesurée à une longueur d’onde de 240nm. Notant que la 

lecture de l’absorption se fait après 15 secondes de délai et pendant 60 secondes de mesures.  

 

4- Dosage de l’activité de la superoxyde dismutase (SOD) : 

Il s’agit d’une méthode de photoréduction, ainsi la réduction du cytochrome C par l’anion 

superoxyde est utilisée comme base de détection de la présence de SOD (McCord, et coll. , 

1969). La DO a été déterminée à une longueur d’onde de 505 nm. 

 

5- Dosage de l’activité de la glutathione peroxydase (GPx) : 

Il s’agit de mesurer, à une longueur d’onde de 340 nm, la quantité de glutathion oxydé en 

suivant la décroissance d’absorption du NADPH (Beutler, 1975).  

 

6- Dosage des carbonyls : 

Les échantillons ont été traités selon la procédure de Fagan et coll. (1999) qui s'effectue à 

l'aide du DNPH. Le dosage des contenus en carbonyls s’effectue par spectrophotométrie et 

la DO a été déterminée à une longueur d’onde de 505 nm. 
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7- Dosage de la créatinine sérique : 

Il s'agit d'un dosage spectrophotométrique qui s'effectue à l'aide des coffrets Merck (A 

0229812 x 120ml et 024846 x 500 ml). Après déprotéinisation sulfotungstique en milieu 

alcalin, la créatinine réagit avec le picrate ce qui aboutit à une coloration jaune orangée 

détectable au spectrophotomètre (λ = 510 nm). 

 

8- Dosage des triglycérides : 

Ce dosage a été réalisé par la méthode enzymatique à glycérol kinase (SPINREACT® Spain). 

 

5.1- Principe : 

Le principe se base sur la cascade de réactions suivantes : 

Triglycéride        lipoprotéine lipase        Glycérol + AG 

Glycérol +ATP       glycéro - kinase        Glycérol-3-P + ADP 

Glycérol-3-P + O2 
     glycérol-3-phosphatase oxydase       H2O2 + dihydroxyacétone-P 

2 H2O2 + phénol + amino-4-antipyrine         peroxydase           Quinoneimine + 4 H2O2 

       (incolore)                                                                          (rose) 

 

5.2- Mode opératoire : 

Ajouter 10 µl de la solution étalon de glycérol (R3 à 2,28mmol/l) 10 µl de l'échantillon et 1 

ml de solution RA (mélange de réactifs R1 et R2). Vortex puis incuber à 37 °C pendant 5 

min. L'intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration de triglycéride. 

[TG] = DO éch /DO étal x [étalon] 

 

6- Dosage des phosphatases alcalines : 

6.1- Principe : 

Les phosphates alcalins sont des enzymes pouvant catalyser les réactions suivantes : 

Nitro-4-phénylphosphate        peroxydase        Nitro-4-phénol + phosphate 

La réaction est effectuée en tampon amino-2-méthyl-2-propanol-1 à pH 10.5. On étudie la 

variation de la densité optique à 504 ou 410 nm par minute, c’est à dire la variation de la 

concentration de phénol par minute. Le dosage s’effectue par un coffret Fluitest® ALP. 

6.2- Mode opératoire : 

Introduire dans un tube thermostaté à 30 °C : 3 ml de réactif (R’1+R’2) et 0.1 ml de sérum. 

Mélanger pendant une minute puis mesurer l’augmentation de la DO/mn (n), de 1 à 3 mn. 
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7- Dosage du statut antioxydant total (TAS) : 

Le statut antioxydant total (TAS) fait inclure une large gamme d’antioxydants pour prévenir 

et réduire la péroxydation lipidique, telle que la β-carotène, la vitamine E, acide ascorbique, 

la bilirubine … 

Ce paramètre a été mesuré par un kit commercialisé (Randox Laboratories, Crumlin, UK, 

ref : NX2332). Le kit a été utilisé selon le protocole établi par le fabricant. 

 

8- Dosage du calcium et du phosphore : 

8.1- Calcium et phosphore sérique : 

Les taux sérique en calcium et en phosphore en été réalisés par méthode colorimétrique en 

utilisant deux kits commercialisés (Biomerieux France, ref : 61041 et 61571). Les kits ont 

été utilisés selon les protocoles établis par le fabricant. 

8.2- Calcium et phosphore osseux : 

Des  échantillons de fémurs prélevés ont été desséchés dans une étuve réglée à une 

température de 80°C jusqu'à l’obtention d’un poids sec constant. Après desséchement, ces 

échantillons ont été placés dans des tubes à essai en présence d’acide nitrique (1ml d’acide 

pour 50 mg d’os sec). Ces échantillons ont été soumis à une attaque acide à froid pendant 24 

heures puis une attaque à chaud pendant 2 heures dans un bain a sec réglé à 148°C. Afin 

d’éliminer la quantité résiduelle d’acide qui peuvent gêner le dosage, de l’eau déminéralisée 

a été additionnée au contenu des tubes après minéralisation à la même température. Après 

refroidissement, le minéralisât a été filtré à l’aide d’un papier filtre et le volume final a été 

ajusté à 50 ml. 

Les minéralisats obtenus ont servi pour la détermination des taux du calcium et du 

phosphore (Ca
2+

 et PO
4

3-
) contenus dans les échantillons des fémurs ont été déterminés par 

spectrophotométrie. Pour cela, nous avons utilisé deux coffrets Biomagreb (Tunisie, réf : 

20051 ; et réf : 20081) pour le dosage des ions calciums et les ions phosphates 

respectivement. 

8.2.1- Dosage des ions calcium (Ca
2+

) 

Le dosage colorimétrique du calcium a été réalisé en présence d’un complexe 

orthocrésolphtalénine. En milieu alcalin, le calcium forme avec le complexe crésolphatléine 

un composé coloré en violet dont l’intensité est proportionnelle à la concentration en 

calcium. 
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8.2.2- Dosage des ions phosphates (PO
4

3-
) 

 
 

Pour le dosage de phosphore, le complexe phospho-molybdate (Molybdate d’ammonium + 

acide sulfurique) est réduit en milieu alcalin en complexe phosphomolibdique de couleur 

bleue dont l’intensité est proportionnelle à la concentration en phosphore. 

 

IV- CULTURE CELLULAIRE ET TECHNIQUES DE CYTOGENETIQUE 

CONVENTIONNELLE : 

 

1- Lignées cellulaires et conditions de culture 

 

1.1- Les cellules de la moelle osseuse 

Nous avons utilisé dans notre travail des cultures de la moelle osseuse, dans des tubes à 

fond conique de 15 ml en utilisant un milieu de culture RPMI 1640 au quel a été 

préalablement ajouté 1% du Penicelline-Streptomycine, 0.5 % L-glutamine 5% de sérum de 

veau fœtal. La mise en culture de la moelle a été réalisée à 37°C dans un incubateur humide 

avec 5 % de CO2.  

1.2- Les cellules Walker 256 

Les cellules Walker 256/B ont été cultivées dans des boites 75 cm2 dans du Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) contenant 10 % de sérum de veau fœtal,  1% L-

Glutamine, 1 % de pénicilline / streptomycine sulfate, 1% d’acides aminés non essentiels et 

1 mM de sodium pyruvate. 

Les cellules ont été cultivées à 37°C dans un incubateur humide avec 5 % de CO2. 

 

2- Test d’aberrations chromosomiques: 

Après la culture cellulaire, la préparation des chromosomes métaphasiques nécessite des 

techniques cytogénétiques qui se résument en 4 étapes : L’arrêt des mitoses au stade de 

métaphase. L’éclatement des mitoses par un choc hypotonique. Suivi d’une fixation des 

préparations (2 à 3fixations). Et l’étalement des cellules sur lames. 
 

2.1- Arrêt des mitoses à la métaphase : 

Quelques temps avant la fin du temps de culture, ajouter 60µl de colcémid réchauffé à 

37°C, puis incuber de nouveau pendant 45 min à 37°C. Ensuite centrifuger à 1500trs/min 

pendant 5 min, enlever le surnagent et enfin suspendre au vortex. 
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2.2- Eclatement des mitoses par choc hypotonique : 

Pour éclater les mitoses ajouter doucement 7ml le choc KCl 0.075M réchauffé (37°C). 

Suspendre au vortex, puis incuber ouvert à 37°C pendant 25 min. 

2.3- Fixation des préparations : 

Il s’agit de centrifuger à 1000 trs/min pendant 5 min, d’enlever le surnageant, et rajouter 7 

ml de fixateur (3V méthanol/1V d’acide acétique) préparée extemporanément. Puis 

centrifuger de nouveau pendant 5 min à 1000 trs/min. Cette étape se fait 2-3 fois. 

2.4- Etalement des mitoses : 

Cette étape  doit être réalisée dans une pièce à humidité de 50% au minimum. Aspirer le 

surnageant, puis ajouter 1 à 2 ml de fixateur selon le culot. Étaler deux gouttes sur des lames 

‘superfrost’. Après séchage de 15 min, colorer au Giemsa. 

Les mitoses sont ensuite analysées, digitées, au microscope Axioscop 2 plus Zeiss menée 

d’une camera Axiocam HRm Zeiss. 

 

3- Test d'échange des chromatides sœurs (SCE) : 

Ce test nécessite la préparation des chromosomes qui se fait de la même manière que celle 

décrite précédemment pour les aberrations chromosomiques. Cependant au cours de la mise 

en culture, on ajoute d'emblée de la BrdU à raison de 10 µg/ml soit 100% de la solution 

préparée. 

Un microscope Leica DMR D équipé d’un appareil photo numérique a servi à imager les 

mitoses et à sauvegarder les images sous forme de fichier JPEG. Les fichiers JPEG ont été 

analysés, pour déterminer le pourcentage de lésions par les méthodes des aberrations 

chromosomiques (CAs) et des échanges survenues entre les chromatides sœurs (SCEs). 

 

4- Test d’Apoptose : Hoechst 33342 assay 

Un comptage cellulaire sur cytogramme, avec un test d’exclusion au bleu de trypan, a été 

réalisé afin de déterminer le nombre de cellules Walker 256/b vivantes. A J0, le taux de 

mortalité été de 1%. Les cellules, Walker 256, ont été cultivées dans des boites de cultures a 

24 puits. La concentration de cellules déposées dans chaque puits a été de 5.104 cellules/ml. 

Avant d’ajouter le produit de traitement (l’alpha tocophérol acétate), les boîtes ont été 

remises à l’étuve (5 % CO2, 37° C) pendant 24h. Cette durée de « stabilisation » permet 

l’adhésion des cellules. Le lendemain, le milieu de culture de chaque puits a été remplacé 

par 1 ml de milieu neuf auquel a été ajouté ou pas de l’alpha tocophérol acétate, a raison de 
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0 ; 1,25 ; 2,5 ; 3,75 ; ou 5 µg/ml. Pour chaque concentration en ATA, l’étude a été réalisée 

en triplet pour différentes périodes d’incubation : 24 ; 48 ; et 72 heures. 

La mise en évidence de l’apoptose a été réalisée par coloration au Hoeschst H33342. Ce 

colorant se fixe aux zones riches en A-T de l’ADN ce qui fait un colorant spécifique du 

noyau et donc un bon moyen pour mettre en évidence les noyaux apoptotiques. Les cellules 

en apoptose présentent une chromatine condensée donc un noyau très fluorescent. 

 

5- Test DCFH-DA 

Le dégagement de radicaux libres oxygénés (RLO) été quantifiés, par analyse d’image et 

mesure de fluorescence par un test à la 2,7 dichloro-dihydrofluorescine diacétate (DCFH-

DA). Vu la durée de vie très courte, des RLO, nous avons choisi de doser le H2O2 qui es un 

produit secondaire de formation. La DCFH-DA peut facilement franchir les membranes 

cytoplasmiques des cellules où elle sera déacétylée, sous l’action des estérases 

membranaires, en dichlorofluoresceine (DCFH) qui n’émet pas de fluorescence. Sous l’effet 

des RLO, la DCFH est elle-même oxydée en dichlorofluorescine (DCF), composé 

fluorescent. L’intensité de fluorescence a été mesurée à l’aide d’un spectrofluorimètre 

(TECAN). 

 

 

 

 

 
 

Figure 11 : Photographie du lecteur de microplaques (SPECTRA Fluor Plus, TECAN) 
permettant la mesure de l’intensité de fluorescence 
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Figure 12 : Mécanisme d’oxydation de la DCFH-DA : la DCFH-DA pénètre facilement 

dans la cellule où elle sera déacétylée par les esteréases membranaires en DCFH, cette 

dernière sera oxydée par les radicaux libres oxygénés en DCF, composé fluorescent. 
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V- EXPLORATION HISTOMORPHOMETRIQUE DES PIECES OSSEUSES : 

 

L’histomorphométrie est la méthode de choix pour la compréhension de la physiologie et 

la physiopathologie du remodelage osseux. Les échantillons d’os prélevés chez les rats, 

ont été étudiés sans préalable décalcification après inclusion dans une résine 

méthacrylique. C’est une méthode quantitative, qui est la seule qui permet d’évaluer à la 

fois l’activité cellulaire et tissulaire in vivo. L’analyse inclue des paramètres statiques, 

dynamiques, et architecturaux. Différents paramètres ostéoïdes, corticaux, et trabéculaires 

peuvent être envisagés selon une technique récemment publiée. 

- Volume osseux trabéculaire (BV/TV, %) qui représente le pourcentage du volume de 

la pièce osseuse occupé par les travées. 

- Tb.Th (trabecular thickness, µm) qui représente l’épaisseur des travées. 

- Tb.N (trabecular number, /mm) qui représente le nombre de travée. 

- Tb.Sp (trabecular separation, µm) qui représente l’espace entre les travées dans le 

tissu osseux. 

 

VI- RADIOGRAPHIE A RAYONS X 

 

La radiographie a rayons X a été réalisée a l’aide d’un système Faxitron X-ray (Edimex, 

Angers, France) équipé d’un caméra (5X5 CCD). Le voltage été fixé a 30KV, 30mA. 

 

 
Figure 13 : Photographie du système Faxitron Model MX-20 
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VII- MICROTOMOGRAPHIE A RAYONS X 

 

La microtomographie est utilisée dans différents domaines (Eberhardt, 2002). En biologie, 

elle est parfaitement adaptée pour l’étude des tissus durs grâce à un fort cœfficient 

d’atténuation linéaire des tissus osseux calcifiés et des dents (Davis, et coll. , 1996).  

 

1- Principe d’acquisition et de reconstruction 

L’exploration des coupes histologiques pour des informations 3D, obtenues et en reportant 

les contours de l’objet sur des plaques de carton ou de cire, qui, après découpage et 

empilement, constitue une méthode est très lourde et, de plus, n’est pas très fiable car la 

structure de l’objet peut facilement être altérée. 

Le système tomographique à rayons X Skyscan 1072 (Skyscan - Aartselaar, Belgique) 

permet de reconstruire de manière non destructive la structure tridimensionnelle de petits 

objets à partir de radiographies bidimensionnelles. 

 

Les coupes sériées, ainsi obtenues, peuvent servir à la construction tridimensionnelle de 

l’objet. La reconstruction tridimensionnelle, à partir de projections 2D, a été résolue en 

utilisant la technologie « cone beam » qui consiste à effectuer de multiples radiographies en 

projection de l’objet, décalées d’un angle faible. En utilisant les données des images de 

projection, des coupes 2D sont reconstruites. Ceci permet d’obtenir un lot de sections de 

l’objet empilées informatiquement, pour former un modèle tridimensionnel. Divers 

manipulations et analyses (coupes, déplacement…) de l’objet 3D, ainsi obtenu, peuvent être 

employées en réalité virtuelle. 

Nous avons utilisé le logiciel ANT (Skyscan - Aartselaar, Belgique) qui utilise la 

technologie de « surface rendering » après un seuillage interactif des contours des structures 

à reconstruire. 

 

Les fémurs ont été placés dans des tubes Eppendorf contenant de l’eau afin de ne pas 

entraîner de dessiccation. Les tubes ont été fixés sur le support rotatif du microtomographe 

par de la pâte à modeler. Une radiographie préalable de positionnement a été alors réalisée 

avant le début des acquisitions. 

A partir des images TIFF obtenue par l’acquisition, un seuillage des niveaux de gris a été 

déterminé pour éliminer le bruit de fond et sélectionner les structures minéralisées. La 

reconstruction des coupes d’os a été réalisée en appliquant ce seuil sur l’ensemble des 
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coupes. La zone d’intérêt étudiée a été fixée à 300 coupes au-dessus de la perforation du 

fémur. 

 

2- Apport biologique de la méthode 

La microtomographie a été employée dans des cadres divers (Chappard, et coll. , 2005). 

L’avantage de la méthode est d’effectuer des mesures à partir des modèles 3D. Une 

corrélation significative a été rapporté entre les mesures histomorphométriques (tels que le 

BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp, …) et microtomographiques (Chappard, 2002 ; Muller, 1998). 

Cependant la microtomographie semble surestimer les mesures de volume osseux. 

Par ailleurs, la microtomographie fournit d’autres paramètres supplémentaires permettant 

une meilleure appréciation de la qualité de l’architecture 3D des pièces osseuse. Il s’agit de : 

- Structure Model Index (SMI) qui permet d’apprécier l’aspect architectural du réseau 

trabéculaire, en y mesurant la proportion relative de piliers et de plaques. Le réseau 

trabéculaire est uniquement constitué de plaques si le SMI est égal à 0 et uniquement de 

piliers si le SMI est égal à 3 (Jinnai, et coll. , 2002). 

- Degré d’anisotropie (DA) permet d’apprécier la présence ou l’absence d’alignement 

préférentiel des travées osseuses selon un axe directionnel particulier c'est-à-dire 

l’obéissance à la loi de Wolff (Odgaard, 1997). Une des limites de la méthode, c’est qu’elle 

ne donne aucun renseignement concernant les activités ostéoblastiques et ostéoclastiques, ni 

sur le volume et l’espace du tissus ostéoïde. 

 

 
 

Figure 14 : Photographie du micro-scanner (Skyscan 1072) permettant l’analyse 
microtomographique a rayons X 
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Figure 15 : Schéma du principe d’acquisition d’un échantillon 

par microtomographie X en mode cone-beam 
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VIII- MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE : 

 

L’analyse au MEB a été pratiquée pour le fémur de chaque rate selon le protocole décrit 

par(Libouban, et coll. , 2001). Ainsi les échantillons ont été coupés longitudinalement à 

l’aide d’un bistouri, immergés dans l’hypochloride de sodium (50%) pendant 3H pour 

éliminer la matière organique, puis rincés dans l’eau distillée pendant 30 min. Cette étape 

est suivie d’une fixation à 1% d’acide osmique dissous dans un tampon cacodylate (0.1M) 

de pH égale à 7.2. Le lendemain les échantillons sont rincés de nouveau dans l’eau distillée 

pendant 30 min, déshydratés dans une série croissante d’éthanol (70°, 95°, 100°) ensuite 

déshydratés dans 2 bains d’hexamethyldizilazine pendant une heure puis séchés à l’air libre, 

et analysés au MEB (MEB Philips série XL 30). Ainsi plusieurs images contrastées, 

contenant des informations, peuvent être réalisées. Des images secondaires utilisant la 

détection des électron secondaires (SE) permettant un contraste à deux origines : 

topographie et structure chimique. D’autres en rétrodiffusés utilisant la détection 

rétrodiffusée (BSE) présentant plutôt la composition chimique. 

 

IX- TRAITEMENT STATISTIQUE DES RESULTATS : 

 

L’analyse statistique a été effectuée à l’aide du logiciel PRISM, version 11 (SPSS Inc. 

Chicago, IL). Tous les résultats obtenus ont été exprimés en moyenne ± erreur standard de 

la moyenne (SEM). Les différences entre groupes ont été testées par analyse de variance 

(ANOVA). Une différence a été considérée comme statistiquement significative pour une 

valeur p inférieure à 0,05. 
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EFFET DE L’EXPOSITION SUBCHRONIQUE AU TETRADIFON 

SUR LE REMODELAGE ET LE METABOLISME OSSEUX 

CHEZ LA RATE FEMELLE 

 

 

 

 

 

 

 

 
Effect of subchronic exposure to tetradifon on bone remodelling 

and metabolism in female rat 
 

R. Badraoui, N.B Abdelmoula, Z. Sahnoun, Z. Fakhfakh, T. Rebai 
C. R. Biologies. 330:897-904(2007) 
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Le but de cette étude était d’apprécier l’impact du tetradifon, a effet estrogen-like, sur le 

tissus osseux : l’impact sur le remodelage osseux et la composition minérale de l’os chez 

des rates femelles pubères. Une dose cumulative de 2430 mg/kg PC a été testée sur des 

rates qui ont été sacrifié après 6 ou 12 semaines d’exposition. La formule chimique 

détaillée de ce composé figure dans le chapitre matériel et méthodes et dans le corps des 

articles 1 et 2. 

 

Le remodelage osseux a été étudié par analyse histomorphométrique et par microscope 

électronique à balayage (MEB, SEM Philips series XL30) selon la technique décrite par 

Libouban (Libouban, et coll., 2001) Le sérum et le fémur droit ont été objectivés pour la 

détermination du taux de phosphatases alcalines (AlkP) et/ou des teneurs en calcium et en 

phosphore. 

Nous avons montré que le tetradifon ne parait pas avoir un effet délétère franc sur le 

remodelage osseux. En effet, l’analyse des images d’os réalisée en utilisant le MEB  n’a 

pas montré d’altération structurale au niveau de l’organisation générale des pièces 

fémorales chez les rates traitées. Cependant, nous avons noté chez les groupes traités une 

augmentation de la distance intertrabéculaire, avec un aspect moucheté de l’endoste, qui 

pourrait être expliqué par une perturbation du remodelage osseux, avec un retard 

d’ossification (Figure 16). 

 

Parallèlement, l’examen histologique mené sur des pièces osseuses inclues dans du 

méthyle méthacrylate sans préalable décalcification, coupées et colorées au trichrome de 

Goldner, TRAcP, et Giemsa a montré un aspect normal (Figure17). Cependant, l’étude 

histomorphométrique a montré une augmentation significative de l’épaisseur des 

trabécules (Tb.Th) et la surface ostéoïde (OS/BS) (Tableau 5). 

Par ailleurs, nous avons noté, après 12 semaines de traitement, une augmentation 

significative (p > 0,05) du taux sérique en AlkP, qui pourrait être due à une hyperactivité 

ostéoblastique (Figure 18). En effet, la phosphatase alcaline augmente en cas de 

minéralisation osseuse et d’ostéogenèse. 

L’intoxication par le tetradifon entraîne une augmentation significative du contenu osseux 

en calcium et en phosphore (Tableau 6). 
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Figure 16 : Aspect de l’endoste (haut) et de l’os trabéculaire (bas) chez les rates témoins 
(gauche) et traitées au tetradifon (droite) pendant 6 et 12 semaines. Noter l’aspect 

différent de l’endoste ainsi que l’apparente augmentation de 
la distance intertrabéculaire. 
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Figure 17 : Coupe histologique au niveau d’un fémur droit, sans préalable 
on, colorée au trichrome de Goldner décalcificati

     
        : Tissu ostéoïde 

e               1   :  Corticale osseus
              2   :  Travée osseuse 
              3   :  Moelle osseuse     
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Tableau 5 : Paramètres histomorphométriques mesurés au niveau de la spongieuse 
secondaire des fémurs inclus dans du méthyle méthacrylate sans préalable décalcification 

pour les différents groupes : Témoins et traitées au tetradifon. 
 
 

6 semaines 12 semaines  

Témoins Traitées 

 

Témoins Traitées 

BV/TV (%) 32.17 ± 2.21 30.17 ± 2.02 32.83 ± 2.72 34.17 ± 2.07 

OV/BV (%) 0.23 ± 0.02 d 0.31 ± 0.03 0.25 ± 0.03 0.41 ± 0.04 ac

OS/BS (%) 3.06 ± 0.25 d 4.53 ± 0.52 3.4 ± 0.34 d 5.4 ± 0.65 ac   

GP.Th (µm) 61.9 ± 3.7 80.8 ± 9.2 63.7 ± 6.2 69.5 ± 5.0 

Ct.Th (µm) 143 ± 9 151 ± 10 137 ± 11 144 ± 8 

Tb.Sp (µm) 161 ± 12 181 ± 14 180± 10 206 ± 6 

Oc.S/BS (%) 3.8 ± 0.3 4.7 ± 0.3 4.9 ± 0.6 4.9 ± 0.7 

Tb.Th (µm) 40.5 ± 2.6 d 50.3 ± 5.8 d 55.1 ± 3.2 d 67.7 ± 4.2 abc  

 
a p < 0.05 versus Témoins 6 semaines 
b p < 0.05 versus Traitées 6 semaines  
c p < 0.05 versus Témoin 12 semaines  
d p < 0.05 versus Traitées 6 semaines 
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Figure 18 : Taux de la phosphatase alcaline (PAlk, en UI/I) sérique chez les différents 
lots de rates : témoins et traitées au tetradifon pendant 6 et 12 semaines

- 81 - 



 
 
________________________________________________________Article 1 
 

 
 
 
 
 

 

Tableau 6 : Teneurs sériques et osseux en calcium et en phosphore pour les différents 
groupes : témoins et traitées au tetradifon pendant 6 et 12 semaines. 

 

 
6 semaines 12 semaines  

Témoins Traitées 

 

Témoins Traitées 

Teneurs osseux (mg/g) 

          Calcium 

          Phosphore 

 

95.83 ± 5.87 

38.08 ± 2.09 

 

128.16 ± 8.38* 

49.26 ± 3.76* 

 

95.5 ± 4.11 

45.83 ± 3.02 

 

117.08 ± 7.09 

48.66 ± 3.70 

Teneurs sériques (mg/l) 

         Calcium 

         Phosphore 

 

2.42 ± 0.05 

3.10 ± 0.32 

 

2.26 ± 0.05 

2.42 ± 0.08 

 

2.32 ± 0.04 

2.63 ± 0.01 

 

2.44 ± 0.04 

3.21 ± 0.20 

 
* p < 0.05 versus témoins 6 semaines 
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APPRECIATION DE L’EFFET GENOTOXIQUE DU TETRADIFON 

PAR DES TESTS CYTOGENETIQUE : ROLE DU 

STRESS OXYDATIF 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
May antioxidant status depletion by Tetradifon induce secondary 

genotoxicity in female Wistar rat via oxidative stress? 
 

R. Badraoui, Z. Sahnoun, N.B. Abdelmoula, A. Hakim, M. Fki, T. Rebai 
Pestic. Biochem. Physiol. 88:149-155(2007) 
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Nous avons choisi la même dose que précédemment avec les mêmes durées d’exposition 

pour évaluer l’effet génotoxique du tetradifon qui est largement controversé dans la 

littérature. Nous avons prélevé de la moelle osseuse pour des tests cytogénétiques. Nous 

avons utilisé le test d’aberration chromosomique (CAs) et/ou de remaniements 

chromosomiques par l’étude du caryotype en coloration standard et des échanges survenus 

entre les chromatides sœurs (SCEs) par la technique cytogénétique, d’incorporation du 

BrdU au cours du cycle cellulaire, décrites dans le matériel et méthodes. 

Aucun signe de toxicité n’est enregistré jusqu’à la fin de l’expérience. Le pourcentage de 

CAs chez les témoins était de 2,71%. Après 6 semaines d’exposition au tetradifon, CAs a 

augmenté jusqu’à 3.22% et a continué à augmenter pour atteindre 4.14% après 12 

semaines (Tableau 7). 

Concernant les échanges survenus entre les chromatides sœurs (SCEs), nos résultats ont 

montré des légères variations. Ces variations sont plus accentuées au terme de 12 

semaines. Cependant, les augmentations enregistrées ne sont pas significatives (Figure 

19). 

Notre appréciation de l’effet oxydant du tetradifon dans les tissus prélevés pour les rates 

témoins et traitées au tetradifon figure dans la figure 20. Nos résultats montrent que le 

foie, le rein et l’ovaire sont le siège d’une augmentation des TBARS dès les 6 premières 

semaines du traitement. Le tetradifon semble donc engendrer une lipopéroxydation au 

niveau des organes étudiés. En effet, les augmentations notées ont été de l’ordre de 2 à 3 

fois le niveau observé pour les rates témoins. Concernant le poumon, la teneur des 

TBARS chez les rates traitées pendant 6 semaines est plus élevée mais la différence ne 

devient significative par rapport au lot témoin qu’au terme de 12 semaines de traitement 

(Figure 20).  

 

 Les teneurs sérique en vitamine A et E, pour les différentes rates témoins et traitées, ont 

été déterminé en utilisant la technique de Chromatographie Liquide à Haute Performance 

(HPLC) pour effectuer un dosage concernant. Les taux du statut oxydant total (TAS) ont 

été également déterminés. 

Dans ce travail, les légères augmentations de CAs et SCEs au cours d’exposition au 

tetradifon ont été accompagnées d’une perturbation de la balance oxidative-antioxidative. 

En effet, parallèlement aux augmentations hautement significatives des taux du TBARS 
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tissulaires, des déplétions du statut antioxydant total (TAS), de vitamines A et E (VA et 

VE) et du rapport VE/triglycéride (VE/TG) ont été notés (Tableau 8). 

 

 

 
 
 

Tableau 7 : Type et pourcentage d’aberrations chromosomiques (CAs) enregistrées chez 
les rates témoins et traitées au tetradifon pendant 6 et 12 semaines 

 
 

 
Type d’aberrations 

 

 
 
 

Groupes et 
périodes de 
traitement 

 
 
 

 
 
 

Nombre 
de 

mitoses  
examinées 

 
 

 
 
 

Nombre 
de 

mitoses 
aberrantes
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Pourcentage 
de mitoses 
aberrantes 

(%) 

 

6 semaines 

       Témoins (n = 6)  

       Traitées (n = 6) 

 

 

148 

186 

 

 

 

5 

6 

 

 

2 

3 

 

 

1 

– 

 

 

2 

2 

 

 

– 

1/– 

 

 

2.71 

3.22 

 

12 semaines 

       Témoins (n = 6) 

       Traitées (n = 7) 

 

 

 

 

189 

217 

 

 

 

7 

9 

 

 

2 

1 

 

 

1 

– 

 

 

1 

4 

 

 

2/1 

3/1 

 

 

3.7 

4.14 
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Figure 19 : Taux des échanges survenus entre les chromatides sœurs (SCEs) dans les 
cellules de la moelle osseuse des rates femelles témoins et traitées au tetradifon durant 6 

et 12 semaines à une dose cumulative de 2430 mg/kg PC 
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Figure 20 : Taux du TBARS dans le foie, l’ovaire, le rein et le poumon des rates témoins 
et traitées au tetradifon durant 6 et 12 semaines 
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Tableau 8 : Evolution des paramètres antioxydants envisagés : vitamine A et E (VA et 
VE), du rapport VE/triglycérides, et du statut antioxydant total (TAS) mesurés dans les 

sérums des rates témoins et traitées au tetradifon pendant 6 et 12 semaines. 
 
 

  

6 semaines 

 

 

12 semaines 

 

VA (mg/l) 

          Témoins (n = 6) 

          Traitées (n = 6) 

 

 

0.286 ± 0.091 

0.155 ± 0.014 

 

 

0.101 ± 0.007 

0.135 ± 0.002 ** 

 

VE (mg/l) 

          Témoins (n = 6) 

          Traitées (n = 6) 

 

 

4.733 ± 1.272 

3.066 ± 0.397 

 

 

3.033 ± 0.202 

2.9 ± 0.194 

 

VE/TG 

          Témoins (n = 6) 

          Traitées (n = 6) 

 

 

2.874 ± 1.011 

1.757 ± 0.155 

 

 

4.767 ± 1.0 

2.209 ± 0.14 * 

 

TAS (mmol/l) 

          Témoins (n = 6) 

          Traitées (n = 6) 

 

 

1.48 ± 0.14 

1.36 ± 0.236 

 

 

1.43 ± 0.17 

1.09 ± 0.122 * 

 
  * p < 0.05 versus Témoins 

 ** p < 0.01 versus Témoins  
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EFFET IN VITRO DE L’ALPHA TOCOPHEROL ACETATE SUR 

DES CELLULES WALKER 256 OSTEOPHILES ET 

GENERATRICES DE METASTASES OSTEOLYTIQUES 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
ATA reduces ROS releasing and induces apoptosis by DNA 

fragmentation in Walker 256 mammary gland carcinoma cells. 
 

R. Badraoui, M.F. Moreau, T. Rebai, Z. Sahnoun, Y. Gallois, D. Chappard 
Soumis pour publication : Clinica Chimica Acta, 2008 
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Dans ce travail, nous avons émis l’hypothèse qu’un traitement par un antioxydant (l’alpha 

tocophérol acétate (ATA)) pourrait avoir un effet sur la survie des cellules cancéreuses 

cultivées in vitro. Nous avons testé cette hypothèse sur des cellules Walker 256/B (lignée 

Suisse de l’adénocarcinome de la glande mammaire). Ces cellules Walker 256 sont 

réputées ostéophiles et génératrices de métastases osseuses ostéolytiques. 

 

Un comptage cellulaire sur cytogramme, avec un test d’exclusion au bleu de trypan, a été 

réalisé afin de déterminer le nombre de cellules vivantes. A J0, le taux de mortalité été de 

1%. Les cellules, Walker 256, ont été cultivées dans des boites de cultures a 24 puits. La 

figure 22 montre l’aspect des cellules walker 256/B en culture. 

 

Vingt – quatre heures après stabilisation, le pourcentage d’apoptose et le dégagement de 

radicaux libres oxygénés (RLO) ont été quantifiés, par analyse d’image et mesure de 

fluorescence respectivement, après différentes périodes d’incubation avec l’alpha 

tocophérol acétate (24 ; 48 ; et 72 h). 

La mise en évidence de l’apoptose a été réalisée par coloration au Hoeschst 33342. Cette 

technique nous a montré la présence de cellules en apoptose présentent une chromatine 

condensée donc un noyau très fluorescent. Des corps apoptotiques témoignent de la 

fragmentation de cette chromatine en structures globulaires séparées ou excroissances 

périphérique du noyau (Figure 23). Un effet dose-dépendant très marqué sur l’apoptose 

des cellules Walker 256 cultivées in vitro a été noté (Figure 24). 

 

La production de radicaux libres oxygénés (RLO) a été évalué par un test à la 2,7 

dichloro-dihydrofluorescine diacétate (DCFH-DA) à l’aide d’un spectrofluorimètre 

(TECAN). Nos résultats montrent que le traitement à l’ATA  permet de réduire l’émission 

de ROS. Un effet dose-dépendant très marqué sur l’émission de ROS par les cellules 

Walker 256 cultivées in vitro a été noté (Figure 25).  
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Figure 21 : Structure chimique de l’alpha tocophérol acétate 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 22 : Photographie des cellules Walker 256/B cultivées in vitro 
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Figure 23 : Image des cellules Walker 256 montrant des fragmentations nucléaires. 

Les flèches indiquent des corps apoptotiques. 
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Figure 24 : Pourcentage de cellules montrant des corps apoptotiques pour les doses 0 ; 

2,5 et 5 µg/ml d’alpha tocophérol acétate (Témoin, ATA 2.5 et ATA 5 respectivement 
 après 24, 48 et 72 heures du traitement. ** p < 0.01 versus Témoin 
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Figure 25 : Intensité de fluorescence détectée par le DCFH-DA chez des cellules Walker 

256/B pour les doses 0 ; 1,25 ; 2,5 ; 3,75 et 5 µg/ml d’alpha tocophérol acétate (ATA) 
après 24, 48 et 72 heures du traitement  

 

a p < 0.05 versus Témoins 
b p < 0.05 versus ATA 1.25  
c p < 0.05 versus ATA 2.5  
d p < 0.05 versus ATA 3.75 
e p < 0.05 versus ATA 5 
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EFFET DE L’ALPHA TOCOPHEROL ACETATE  SUR DES 

CELLULES WALKER 256/B INDUISANT DES DOMMAGES 

OXIDATIFS CHEZ UN MODELE DE METASTASES OSSEUSES 

OSTEOLYTIQUES 

 
Effect of alpha tocopherol acetate on Walker 256 cells-induced 

oxidative damage in rat model of breast cancer skeletal metastases 
 

R. Badraoui, S. Blouin, Z. T. Rebai, Z. Sahnoun, M.F. Baslé, D. Chappard 
Soumis après révision : Cancer Biol Ther, 2008 

 
 

 
A rat model of breast cancer skeletal metastases 

 
R. Badraoui, N.B. Abdelmoula, D. Chappard, T. Rebai  

Biol. Tun. 5 :109-110(2008) 

- 95 - 



 
 
________________________________________________________Article 4 
 

 
Comme nous avons pu le montrer dans l’article N°3, la vitalité des cellules W256 est 

affectée par le traitement à l’ATA. Dès lors, nous avons regardé l’effet de cet antioxydant, 

in vivo, sur le statut oxydant/antioxydant dans le microenvironnement osseux et sur 

l’évolution de la microarchitecture osseuse d’un modèle murin de métastases osseuses 

ostéolytiques. 

Des cellules tumorales Walker 256, préalablement cultivées in vivo, puis passées deux fois 

de suite dans la cavité péritonéale d’un rat pour un développement en ascite après 

injection intrapéritonéale sont nécessaires. Nous avons tout d’abord étudié l’effet de 

l’injection in situ des cellules Walker 256 chez le rat male Sprague Dawley (SD) afin de 

caractériser le modèle expérimental de métastases osseuses ostéolytiques. Nous avons 

ensuite vérifié notre hypothèse en traitant par gavage ce modèle murin a l’ATA à raison 

de 45mg/kg PC. 

 

La lignée Walker 256 a été utilisée en injection intraosseuse. Après avoir incisé la cuisse 

de l’animal, un trou est effectué à l’aide d’une turbine de dentiste. Le trou est 

immédiatement rebouché avec de la cire de Horsley. Les cellules ont été injectées à 

travers la cire à l’aide d’une seringue équipée d’une aiguille courbée (Figure 10). 20 jours 

après injection intraosseuse des cellules W256, issues de la deuxième ascite, les rats ont 

été euthanasiés. L’évolution de la microarchitecture osseuse a été évaluée par 3 

méthodes : 

 

- Radiographie : pour apprécier l’ostéolyse tumorale induit par les cellules Walker 256. 

- Microtomographie à rayons X (microCT) : pour évaluer le volume trabéculaire 3D 

au stade terminale de l’affectation. La reconstruction 3D du volume de référence 

(sélectionnée par un algorithme basé sur l’interpolation de polygones sur les images 2D) 

aboutit à un modèle constitué uniquement du réseau trabéculaire dans un espace 

spongieux. Le volume est déterminé automatiquement par le logiciel de reconstruction 3D 

(ANT). 

- Histologie : pour analyser la microarchitecture osseuses ainsi que pour dénombrer les 

cellules résorbantes de l’os (ostéoclastes) selon une technique récemment publiée (Grizon, 

et coll. , 2002). 
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Les lésions osseuses induites se présentent comme une importante ostéolyse de la zone 

spongieuse primaire formant une bande radiotransparente sous le cartilage de croissance 

visible en radiographie (Figure 26), en histologie (Figure 27), et en microCT (Figures 27 

et 30). Nous avons noté également une disparition trabéculaire quasi-totale avec une 

importante effraction corticale. 

Dans notre étude, nous avons montré que 20 jours après inoculation intra osseuse étaient 

suffisants pour induire des pertes osseuses avec perturbation du statut oxydant du 

microenvironnement osseux (sérum, moelle et tissus osseux). En effet, le stress oxydatif 

dans le microenvironnement osseux avec métastases osseuses ostéolytique a été évalué 

par la détermination du TBARS et du CC. Ces mesures présentent le niveau de 

péroxydation lipidique et d’oxydation protéique respectivement. Le statut antioxydant a 

été évalué par la détermination des taux de superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), 

et de glutathion peroxydase (GSH-p). 

Le groupe témoin présente les plus faibles taux de TBARS (Figure 31) et CC (Figure 32). 

Il est suivi par le groupe W256+ATA. L’inoculation des cellules tumorales augmente 

considérablement ces 2 paramètres. Cependant, il faut remarquer que le traitement à 

l’ATA parait réduire significativement l’état de stress oxydatif dans le 

microenvironnement osseux, et préserve légèrement l’architecture du cartilage. Le groupe 

W256+ATA a montré une réduction de la masse tumorale par la présence de grosses 

plages de nécrose cellulaire (Figure 28). Cependant, nous avons noté chez le groupe 

cancéreux et traité par l’ATA, la présence de tissus ostéoïde (‘woven bone’) apposé sur 

l’endoste ainsi que sur les anciennes travées osseuses (Figures 27 et 28). Ces paquets d’os 

métaplasique néoformé pourraient être dues au pouvoir stimulant ostéosclérotique de 

l’ATA. Elles envahissent les tissus moues au voisinage des cellules tumorales. 
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Témoin         W256         W256+ATA 
 
 

Figure 26 : Radiographie des fémurs droits de rat témoin, injecté en intraosseux avec 106 
cellules Walker 256 (W256), et injecté en intraosseux avec 106 cellules Walker 256 et 

traité à l’ATA à raison de 45 mg/kg PC (W256+ATA). Noter les pertes osseuses 
trabéculaires et l’effraction corticale chez les rats métastasés. 
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Figure 27 : Coupes 2D obtenus par microCT (A) et histologie (B) des fémurs de rat 

témoin et de rat métastasé 20 j après injection in situ de cellules Walker 256. On 

remarque une ostéolyse quasi-totale des travées ainsi qu’une importante effraction 

corticale chez W256 group. Noter la nette prolifération d’os métaplasique (woven bone), 

aspect trompant qui paraît comme un bruit du fond en coupes 2D sous rayons X du 

microscanner, chez le groupe W256+ATA avec légère préservation du cartilage. 
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Figure 28 : Coupe histologique du fémur distal d’un rat métastasé et traité a l’ATA. Noter 
l’apposition d’os métaplasique au voisinage des foyers tumoraux. 

 
 
 
 

 
 
 

Figure 29 : Ostéoclastes multinucléés TRAcP+ apposés sur les travées osseuses. Les 
ostéoclastes apparaissent avec une coloration rouge brique contenant des noyaux pâles. 
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a b c

 
 
 

Figure 30 : Modèles 3D obtenus par microCT des fémurs d’un rat témoin (a), rat 
injecté en  intra osseux par  des cellules Walker 256 (b), d’un rat 

du groupe W256VE (c). 
 
 
 
 

Tableau 9 : Paramètres hitomorphométriques obtenus par microCT 
 

 Sham W256 W256+ATA 

BV/TV (%) 11.26 ± 1.6 2.33 ± 0.47 a,c 8.67 ± 1.45 b

Tb.Pf 3.6 ± 1.6 14.2 ± 1.0 a,c 6.2 ± 1.4 b

Tb.Th (µm) 136 ± 8  119 ± 4 a  150 ± 7 b

Tb.N (/mm) 0.80 ± 0.08 0.19 ± 0.03 a,c 0.56 ± 0.08 a,b

Tb.Sp (µm) 1272 ± 55 1725 ± 70 a,c 1440 ± 95 a,b
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Figure 31 : Taux de la péroxydation lipidique (TBARS) dans la moelle osseuse (MO), les 

fémurs opérés, et dans le sérum chez les rats témoins opérés (Sham), W256 
et W256+ATA. 
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Figure 32 : Taux d’oxydation protéique (contenus en carbonyles) dans la moelle osseuse 

(MO), les fémurs opérés, et dans le sérum chez les rats témoins opérés (Sham), W256 
et W256+ATA. 
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Tableau 10 : Activités enzymatiques antioxydantes du superoxyde dismutase (SOD), 
catalase (CAT), et du glutathion peroxydase (GSH-p), dans les sérums, les fémurs opérés, 

et dans la moelle osseuse des rats Sham, W256, et W256 + ATA. 
 
 

 Sham W256 W256 + ATA 

SOD (U/mg) 

 Sérum 

 Fémur opéré 

 

26.4 ± 1.2 

17.9 ± 1.7 

10.3 ± 0.9 

 

33.3 ± 1.8 a

10.2 ± 0.9 a

5.9 ± 0.7 a

 

29.7 ± 1.4 

14.1 ± 2.1 

8.1 ± 0.0  Moelle osseuse 

Catalase (U/g) 

 Sèrum 

 Fémur opéré 

 Moelle osseuse 

 

2.3 ± 0.2 

7.9 ± 1.4 

4.1 ± 0.3 

 

1.5 ± 0.2 

8.9 ± 1.6 

4.1 ± 0.4 

 

1.7 ± 0.3 

8.9 ± 1.5 

4.2 ± 0.5 

GSH-p (U/mg) 

 Sérum 

 Fémur opéré 

 Moelle osseuse 

 

27.3 ± 1.1 

17.9 ± 1.1 

27.5 ± 1.3 

 

33.3 ± 1.8 

10.8 ± 0.9 a,c

21.9 ± 0.7 a

 

30.8 ± 2.1 

15.2 ± 0.7 b

24.9 ± 1.7 
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BILAN HEPATO-RENAL DANS LE MODELE ANIMAL DE 

METASTASES OSSEUSES INDUIT PAR INOCULATION IN SITU DES 

CELLULES WALKER 256/B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Lack of renal and hepatic lesions in experimental model of 

advanced bone metastasis due to Walker 256 cells 
 

R. Badraoui, S. Blouin, D. Chappard, T. Rebai 
Soumis pour publication : Pathol. Oncol. Res. 2008 
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Il existe de nombreux modèles animaux avec perte osseuse pour simuler les métastases 

ostéolytiques humaines. Ils nécessitent souvent une injection de cellules cancéreuses, 

ostéophiles et métastatiques. Certains modèles, par injection intra cardiaque ou intra 

veineuses, induisent des métastases osseuses souvent accompagnées de métastases 

hépatiques, rénales et/ou pulmonaires (Blouin, et coll., 2006). Le rein et le foie sont 

particulièrement sensibles à l'action des substances environnementales et ceci en raison de 

leurs intenses activités métaboliques et épuratives ainsi que leurs multiples fonctions. De 

plus, le rein constitue l'organe le plus important du contrôle de l'homéostasie du milieu 

intérieur et notamment pour le calcium. 

 

Dans ce cadre nous nous sommes intéressés à évaluer les effets secondaires des 

métastases osseuses sur la fonction rénale et hépatique dans le modèle expérimental de 

métastases osseuses utilisé dans cette thèse, et ceci à travers des analyses histologiques et 

biochimiques sur des échantillons biologiques d’organes (rein et foie), de sang et urine. 

Les taux sériques de créatinine, protéine totale ont été déterminés. Nous avons utilisé des 

kits Elitech (France) pour dosage d’aspartate transaminases (ASSL-0400), alanine 

transaminases (ALST-0400), cholestérol (CHSL 4900), et triglycéride (TGML 0425). La 

teneur de phosphatase alcaline (ALP, EC 3.1.3.1) a été également mesurée dans le sérum 

de chaque rat. Des coupes histologiques des échantillons de rein gauche et du foie ont été 

réalisées. Les coupes obtenues ont été colorées à l’hématoxyline – éosine  (HE) et a 

l’acide périodique de Shiff (PAS). 

 

L'étude de la fonction rénale des rats inoculés par les cellules Walker 256 a montré que les 

métastases osseuses induites par injection in situ des cellules Walker 256 n’ont pas 

entraîné une augmentation de la créatinémie ce qui témoigne de l'absence d'atteinte rénale 

ou de filtration glomérulaire. 

L’analyse 3D a montré des pertes osseuses trabéculaires et corticales (Figure 33). Cela 

pourrait expliquer les résultats figurant dans la figure 34, notamment l’hypercalcémie. 

L’examen histologique a montré l’absence d’infiltration de cellules tumorales dans les 

parenchymes rénales et hépatiques. Aucune pathologie n’a été détectée sur le plan 

histologique (Figure 35). Cependant, l’exploration biochimique a montré quelques 

différences significatives par rapport aux témoins opérés (Figure 36 et tableau 11). 
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Témoin      W256 

 
 

Figure 33: Modèles 3D d’os cortical et trabéculaire des fémurs d’un rat témoin et d’un 
rat métastasé par les cellules Walker 256/B (W256) 
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Figure 34 : Teneurs sérique et urinaire en calcium et en phosphore des rats témoins et des 
rats métastasés 20j après injection intraosseuse de cellules Walker 256 
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   HE                                            PAS 

 
 
 
 

Figure 35 : Coupes histologiques de rein (a) et de foie (b) de rats  20 jours après injection 
intraosseuse de cellules Walker256. G : glomérule ; TP : tube proximal ; TD : tube 

distal ; CV : veine centrolobulaire.  
 
 
 

- 108 - 



 
 
________________________________________________________Article 5 
 

 
 
 
 
 
 
 

Tableau 11 : Paramètres biochimiques envisagés chez les rats SD témoins opérés (Sham) 

et inoculés par les cellules Walker (W256) 20j après opération. 

 
 
 

 Groupes   

 Sham (n=6) W256 (n=6) vs. Sham % p 

Cholestérol (mg/dL) 130.3 ± 7.9 97.38 ± 7.34 – 25.2 a

Triglycéride (mg/dL) 74.83 ± 4.8 58.13 ± 5.39 – 22.3 a

AST (U/L) 173.8 ± 7.81 176.8 ± 13.55 + 1.7 NS

ALT (U/L) 27.67 ± 3.09 31.75 ± 3.81 + 14.7 NS

ALP (U/L) 553.3 ± 22.48 440.9 ± 32.12 – 20.3 a

Bilirubine  (mg/dL) 0.42 ± 0.02 0.54  ± 0.04 + 28.5 a

 
 

a p < 0.05 versus Témoins 
 NS : Non significative (p > 0.05)  
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Figure 36 : Teneurs sérique et urinaire en créatinine et en protéine des rats témoins et des 
rats métastasés 20j après injection intraosseuse de cellules Walker 256. 
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Le microenvironnement osseux est physiologiquement soumis  a un réseau complexe 

d’interactions : cytokines, facteurs de croissance et hormones systémiques (vitamine D, 

oestrogènes, parathormone, calcitonine), où le système RANK/RANKL/OPG  représente 

un facteur majeur de régulation des ostéoclastes. Ce microenvironnement est un site 

d’extension métastatique des tumeurs solides. De nombreuses complications liées à ces 

métastases peuvent engager le pronostic vital. Celles-ci sont essentiellement dues à un 

excès de résorption ostéoclastique au voisinage des cellules métastatiques (pour les 

cancers solides) et des cellules plasmocytaires malignes (pour le myélome). Cette 

ostéolyse est responsable, sur le plan clinique, de complications particulières telles que 

fractures, hypercalcémie et douleurs pouvant engager le pronostic vital ou détériorer 

rapidement la qualité de vie. 

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés aux états du remodelage osseux suite 

à une intoxication subaiguë au tetradifon, pesticide organochloré à effet estrogen-like 

(SERMs), dans le but d’identifier son effet sur la matrice osseuse et contrôler ses pouvoirs 

génotoxiques direct et indirect via le stress oxydant. Nous nous sommes également 

intéressés à la modification de la microarchitecture osseuse au cours des métastases 

osseuses ostéolytiques induites par inoculation intra osseuse des cellules Walker 256 

(adénocarcinome de la glande mammaire). L’effet de l’alpha tocophérol acétate (ATA), 

largement recommandée comme adjuvant, a été également abordée in vivo et in vitro.  

 

SERMs-like : intoxication au tetradifon 

Le premier travail, nous a permis d’étudier l’évolution de la microarchitecture et la 

composition minérale de l’os au cours d’intoxication a un pesticide ayant la possibilité de 

se fixer sur les récepteurs de l’œstrogène, donc un perturbateur endocrinien a effet SERM. 

Notre travail, a permis de caractériser les modifications de texture osseuse avec l’analyse 

histomorphométrique et MEB. En effet, nous avons noté des élévations au niveau de la 

surface et volume ostéoïde (OS/BS et OV/BV), l’épaisseur des trabécules (Tb.Th) ainsi 

que la distance intertrabéculaire (Tb.Sp). Nous avons également mis en évidence, une 

perturbation de la composition minérale de l’os au cours de la perturbation du remodelage. 

Or la composition minérale est un paramètre important régissant le maintient de 

l'homéostasie. On peut donc émettre l’hypothèse que le tetradifon, par son effet SERMs 

stimule l’activité ostéoblastique et influence la composition minérale de l’os par activation 

de la cristallisation des ions Ca et Ph. 
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Actuellement, il est admis que les pesticides organochlorés sont réputés fortement 

génotoxiques et promoteurs de tumeurs. Dans le deuxième chapitre, nous avons pu 

montrer une augmentation de teneurs de TBARS tissulaires (foie, ovaire, rein et poumon), 

avec une déplétion des antioxydants (VE, VA, VE/TG), et  du TAS chez les animaux 

traités. Cependant l’analyse cytogénétique a montré que le tetradifon n’engendre pas de 

lésions chromosomiques (CAs et SCEs). Néanmoins des légères augmentations ont été 

notées. Cela nous a permis de penser que le tetradifon pourrait engendrer une génotoxicité 

secondaire via la déplétion du statut antioxydant et que l’augmentation du TBARS 

tissulaire pourrait être la cause et/ou la conséquence d’une déplétion vitaminique 

importante. 

 

Métastases osseuses ostéolytiques 

Les troisième et quatrième chapitres ont porté sur l’effet d’un antioxydant (l’alpha 

tocophérol acétate : ATA) sur des cellules tumorales de l’adénocarcinome de la glande 

mammaire Walker 256/B in vitro et in vivo chez un modèle animal de métastases 

osseuses. 

Nous avons tout d’abord observé que l’ATA inhibe la prolifération des cellules Walker 

256 endothéliales in vitro ainsi que l’émission des RLO. L’inhibition de production des 

RLO semble être liée au fait que les cellules Walker 256 entrent en apoptose suite au 

traitement par l’ATA. Ces résultats nous ont semblé satisfaisant. Nous avons dès lors 

développé un modèle animal des métastases osseuses ostéolytiques, dans lequel l’injection 

in situ des cellules Walker 256 entraînait des pertes osseuses trabéculaires. Ces pertes d’os 

trabéculaire étaient accompagnées d’une effraction corticale et d’une conversion de 

plaques en piliers. Ces pertes osseuses étaient partiellement compensées en administrant 

aux animaux cancéreux de l’ATA à raison de 45 mg/kg PC. Cependant, nous avons noté 

que cette compensation été suivi d’une prolifération d’os métaplasique (ostéosclérotique) 

qui envahit la cavité médullaire des fémurs inoculés par des cellules Walker 256. Par 

ailleurs, nous avons constaté que l’ATA réduit significativement l’installation d’un état de 

stress oxydant dans le microenvironnement osseux. Ces résultats viennent d’être 

récemment confirmés par une autre étude montrant que la vitamine E inhibe l’oxydation 

(Yamamoto, et coll. , 2007). 

Dans le dernier travail de cette thèse, nous avons caractérisé, pour ce modèle animal des 

métastases osseuses, les activités rénale et hépatique par analyses histologiques et 

biochimiques. Nous n’avons pas noté d’infiltration de cellules tumorales au niveau de 
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deux parenchymes rénale et hépatique. De plus il parait que ce modèle animal ne présente 

pas de pathologie jusqu’au vingtième jour (jour d’euthanasie). Ces résultats s’expliquent 

du fait que les métastases osseuses sont un phénomène local. 

 

Perspectives 

Il conviendra de mieux comprendre les synergies d’action éventuelles qui peuvent exister 

d’une part entre le xénoestrogènes et d’autres facteurs chimiques et physiques, d’autre part 

entre les bisphosphonates et les adjuvants couramment utilisés en clinique. Ces approches 

devraient permettre dans l’avenir de mieux définir la place des adjuvants dans l’arsenal 

thérapeutique utilisé en tumeurs osseuses et des parties molles. 

L’apparition de symptômes osseux ou d’une fracture est généralement un évènement 

tardif dans l’évolution d’un cancer et la survie des patients atteints est dès lors limitée. Le 

modèle animal de métastases osseuses utilisé pourrait être envisagé pour évaluer 

l’efficacité de biomatériaux dans le traitement local de l’ostéolyse tumorale. 

On peut également envisager d’étudier in vitro l’effet de l’ATA, couplé ou pas a un 

composé pharmacologique anti métastatique, sur l’apoptose ostéoclastique. 
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RESUMÉ : Le remodelage osseux est conditionné par un couplage entre les ostéoclastes et 
les ostéoblastes. Les xénoestrogènes sont des perturbateurs endocriniens qui peuvent 
interférer avec le remodelage osseux. Nous nous sommes attachés à étudier l’effet du 
tetradifon sur le remodelage osseux. Nous avons montré que la perturbation du remodelage et 
du métabolisme de l’os sont accompagné d’un effet génotoxique secondaire via les dommages 
oxydatifs. L’os est le site de métastases de plusieurs tumeurs solides tels que le cancer du 
sein. Nous avons utilisé les cellules Walker 256/B pour induire des métastases osseuses chez 
le rat. In vitro, le traitement des cellules par l’ATA a apporté des résultats satisfaisants par 
induction d’apoptose et réduction de l’expression des RLO. Nous avons évalué cet effet, in 
vivo, sur un modèle animal de métastases osseuses ostéolytiques. L’ATA ne prévient pas la 
perte osseuse mais elle réduit les dommages oxydatives dans le microenvironnement osseux. 
La microtomographie et l’histologie ont permis de détecter et de différencier les altérations 
osseuses induites par métastases ostéolytiques avec ou sans traitement à l’ATA. Nous avons 
également montré la présence d’os métaplasique, ostéosclérotique, apposé sur les périostes 
des rats cancéreux et traités à l’ATA. Un bilan hépatorénal du modèle animal de métastases 
osseuses ostéolytiques a été réalisé. Il parait que l’inoculation in situ des cellules Walker 256 
n’avait pas de complications rénales et hépatiques pour cette durée d’étude. 
 
TITLE EN ANGLAIS: Histo-physiopathology of bone microenvironment mediated by 

tetradifon intoxication and osteolytic bone metastases due to Walker 256/B 
mammary gland carcinoma cells.  

 
  
ABSTRACT: Bone remodeling is mediated by the osteoclasts and osteoblasts coupling. 
Xenoestrogens are endocrines disruptors that could interfere with bone remodeling. We have 
investigated the effect of tetradifon on bone remodeling. We have shown that disturbance of 
bone remodeling and metabolism were accompanied with a secondary genotoxic effect via 
oxidative damages. Bone is the main site of metastases for many cancer diseases such as the 
breast cancer. We have used Walker 256/B to induce bone metastases in rats. In vitro, ATA 
effects on these cells have provided acceptable results by inducing apoptosis and reducing 
ROS releasing. In vivo effects of ATA, have been investigated in a designed several model of 
breast cancer skeletal metastases. ATA did not prevent the bone loss but reduced the 
oxidative stress damage in the bone microenvironment. Microtomography and histology were 
used to detect and differentiate bone alterations due to osteolytic with or without ATA 
treatment. We have also shown that newly metaplastic, osteosclerotic, apposed bone was 
observed in the periosteal envelope of cancerous and ATA treated group. A hepatorenal bilan 
of this animal model of bone metastases was investigated. In this study, it seems that in situ 
inoculation of Walker 256 cells is not associated with renal and hepatic complications.  
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