N
N

N

HAL

open science

Modélisation de la reconstitution osseuse en chirurgie de
I’enfant

Caroline Dissaux

» To cite this version:

Caroline Dissaux. Modélisation de la reconstitution osseuse en chirurgie de lenfant. Ingénierie
biomédicale. Université de Strasbourg, 2019. Frangais. NNT: 2019STRADO014 . tel-02416190

HAL Id: tel-02416190
https://theses.hal.science/tel-02416190
Submitted on 17 Dec 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02416190
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université

UNIVERSITE DE STRASBOURG MSIii

de Strasbourg

ECOLE DOCTORALE de MATHEMATIQUES, SCIENCES DE
L’INFORMATION ET DE L’INGENIEUR
ICUBE, UMR 7357 CNRS - Université de Strasbourg

TH ES E présentée par :
Caroline DISSAUX

soutenue le 23 septembre 2019

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université de Strasbourg
Discipline/ Spécialité : Biomécanique

Modélisation de la reconstitution osseuse
en chirurgie de I’enfant

PRESIDENT DU JURY :

Monsieur Arnaud PICARD Professeur Université de Paris-Descartes
RAPPORTEURS :
Monsieur Pascal SOMMER Directeur de Recherche, CNRS, ISM, Marseille

Madame Sabine BENSAMOUN Directeur de Recherche, CNRS, BMBI, UTC, Compiégne

DIRECTEUR DE THESE :
Monsieur Yves REMOND Professeur , Université de Strasbourg, ECPM, ICUBE

EXAMINATEUR :

Monsieur Daniel GEORGE Maitre de Conférences HDR, Université de Strasbourg,
Telecom Physique Strasbourg







SOMMAIRE

Chapitre I : Introduction

Chapitre II : Etat des lieux de la greffe osseuse alvéolaire dans le cadre
d’une fente labio-palatine.

[1.1)Embryologie

[1.2)Historique

[1.3)Objectifs de la greffe osseuse
[1.4)Différents « timings » opératoires
Lors de la chirurgie primaire
En denture mixte

Précoce a 5 ans, en denture lactéale
Chez I'adulte

gae o

I1.5)Os utilisé

a. Osautologue
= Osiliaque
= QOstibial
= Os calvarial
=  Os mandibulaire
= Autres sites

b. Matériaux ajoutés a la greffe d’os iliaque
= PRP/PRF
=  Matrices

c. Substituts osseux
= Biocéramiques
=  Substituts osseux enrichis en BMP-2
= Thérapie cellulaire

d. Synthese

[1.6)Technique chirurgicale

=  Prélevement de I'os spongieux iliaque
=  Greffe osseuse alvéolaire

I1.7)Facteurs d’influence mécanique

a. Facteurs imposés par le chirurgien : Force de compaction du
greffon
Langue

c. Levre

d. Mastication

11.8) Géométrie singuliere

p30
p32

p34
p34
p35
p35
p36

p37



Chapitre III :

Chapitre IV :

11.9)Problématiques

Age de la réalisation de la greffe
Role du périoste

Composition du site greffé in fine
Néoangiogénese

Géométrie idéale du greffon

me a0 o

volume du greffon
g. Volume de greffe nécessaire
h. Influence de la muqueuse nasale

Os spongieux

I11.1) Anatomie et contenu histologique
I11.2) Localisations

I11.3) Remodelage de I'os trabéculaire
[11.4) Propriétés mécaniques

[11.5) Ostéointégration de la greffe d’os spongieux

Influences mécaniques sur I'ostéogénese

IV.1) Historique et Exemples
IV.2) Mécanotransduction

a. Définition
b. Mécanismes et voies de la mécanotransduction

IV.3) Controverses et facteurs d'influence
IV.4) Niveau d’étude

IV.5) Angiogénése

Chapitre V: Développement d’'un modele animal

V.1)Modéle animal de fente labio-palatine

V.2)Essais sur le lapin (Prélevements os autologue spongieux)
V.3)Intérét du modéle murin

V.4)Intérét du modeéle sur rat nude

V.5)Modéle de la chambre implantable sur la calvaria du rat

V.6)Mise en place de la chambre implantable sur la calvaria du rat :

technique opératoire

. Influence des facteurs mécaniques appliqués au greffon et

p38
p38
p39
p40
p41l
p41l
p42

p42
p42

p45
p45
p47
p47
p48

p50

p53
p53
p54

p54
p54

p60
p68

p70

p73
p73
p77
p78
p79

p85

p87



Chapitre VI : Etude du facteur « compaction osseuse » p91

VI.1) Modeéle de greffon osseux = Os iliaque : Problématiques p91
VI.2) Choix de la téte fémorale et Problématiques p92
VI.3) Orientation sur la prise osseuse au niveau de la téte fémorale p93
V1.4) Essai avec des carottes osseuses (en rapport avec la chambre ) p96
a. Pourquoi utiliser des carottes ? p96
b. Analyse CFU-F avec de l'os iliaque : copeaux versus
carottes po6

VL.5) Essai avec des copeaux osseux (en rapport avec le prélevement

chirurgical) p99
a. Copeaux os iliaque versus copeaux os fémoral : analyse au
microscope optique p99
b. Problématique : Taille et variabilité des copeaux p102
c. Analyse au microscanner p104
d. Analyse CFU-F p108
e. Discussion p110

VL.6) Conception de la machine a compaction p110

VL.7) Analyse du facteur d’influence « force de compaction » pl14
a. Description de la manipulation pl14

= Echantillons de gros copeaux issus des tétes fémorales
= Echantillons de petits copeaux issus des tétes fémorales
= Echantillons de gros copeaux issus d’os spongieux
iliaque
b. Analyse microscanner p123
= Echantillons de gros copeaux issus des tétes fémorales
= Echantillons de petits copeaux issus des tétes fémorales
/ comparatif
=  Echantillons de gros copeaux issus d’os spongieux
iliaque
c. Analyse CFU-F (Os fémoral) p149
= Echantillons de gros copeaux issus des tétes fémorales
= Echantillons de gros copeaux issus d’os iliaque

d. Réflexion et Interprétation des résultats p153

Chapitre VII : Conclusion et Perspectives p157
VIL.1) Modele in vivo p157

VIL.2) Analyse des cellules issues de la muqueuse nasale pl6l

VIL.3) Perspectives de modélisation pl62

Bibliographie p167



Annexes p203

Annexe 1 : Document de consentement signé par le patient accordant 'utilisation

de ses déchets opératoires a des fins de recherche p203

Annexe 2 : Réalisation de CFU-F a partir d’'un prélevement d’os spongieux sur téte

fémorale ou a partir de I'os spongieux prélevé en iliaque. p205

Annexe 3 : Mise en culture des cellules issues de la muqueuse nasale p207



Chapitre 1 : Introduction

Les fentes labio-palatines représentent la malformation craniofaciale la
plus fréquente (1/700 naissances)!. Plusieurs temps chirurgicaux sont
nécessaires dans la premiere année de vie de I'’enfant pour fermer la fente labiale
et la fente palatine.

Seule la fente alvéolaire n’est pas fermée initialement afin de ne pas entraver la
croissance maxillaire?. La fente alvéolaire devra étre fermée par un geste
associant une greffe osseuse et une gingivopériostoplastie. Comme pour la
chirurgie de la levre et du palais, cette greffe osseuse n’est pas réalisée de fagon
uniforme dans I'ensemble des centres de compétence en charge du traitement
des fentes labio-palatines. Bien que la greffe osseuse secondaire soit considérée
comme traitement de référence de la fente alvéolaire depuis les travaux de
Boyne et Sands3, les techniques peuvent différer en fonction des centres et des
chirurgiens. De méme un chirurgien peut obtenir des résultats inconstants
malgré 'utilisation d’'une seule technique.

Malgré le faible volume de la fente alvéolaire?, une gingivopériostoplastie seule
ne peut suffire a combler le défect osseux. La néo-ostéogénese qui se tient lors de
la greffe osseuse de la fente alvéolaire est différente de la cicatrisation
fracturaire car I'os greffé est en contact avec deux surfaces corticales. Ce cas de
figure ne concerne que les fentes labio-palatines. La littérature nous permettant
de comprendre ce que devient réellement le greffon et comment il est intégré, est
tres pauvre. De plus de multiples facteurs interviennent (age de réalisation de la
greffe, adjonction de facteurs de croissance (BMP2, PRP, PRF..), force de
compaction du greffon exercé par le chirurgien lors de sa mise en place, origine
de l'os et densités variables) et sont probablement responsables des résultats
inconstants concernant ces greffes.

Optimiser l'acte chirurgical reste un des objectifs constants dans le cas
particulier de ces enfants marqués par la prise en charge de leur malformation

tout au long de leur croissance et donc de leur enfance.



Optimiser signifie obtenir les meilleurs résultats anatomiques et fonctionnels en
minimisant la morbidité et I'impact psychologique de chaque étape. Le cas
particulier de I'enfant nous met face a des considérations éthiques majeures ou
aucune perte de chance n’est autorisée. Ainsi, les expérimentations in vitro et in
vivo sur animal sont favorisées. Mais I'étape finale humaine manque. Modéliser
I'intégration de la greffe osseuse ou du moins la reconstitution osseuse de la
fente alvéolaire permettrait de se passer de cette étape humaine et d’obtenir une
évaluation orientée et précise des différents facteurs pouvant influencer les
résultats chirurgicaux. Avant de réaliser une modélisation, il est capital de
comprendre comment une greffe osseuse autologue est intégrée au niveau du
site receveur, et cela plus particulierement dans la géométrie tout a fait
exceptionnelle de la fente labio-palatine. En effet, I'os sera interposé entre deux
surfaces osseuses corticalisées, sans avivement de ces-dernieres, et quatre plans
muqueux (muqueuse nasale en haut, palatine en bas et en arriere et gingivale

vestibulaire en avant).

Cette these a pour objectif dans une premiere partie d’établir I’état des lieux sur
les différentes pratiques chirurgicales concernant la greffe osseuse alvéolaire et
de comprendre le mécanisme de remodelage osseux qui survient dans le cas
particulier de la fente alvéolaire greffée. Dans une deuxiéme partie, notre
attention se portera sur les caractéristiques anatomiques et biomécaniques de
'os spongieux, produit autologue de référence pour la greffe osseuse alvéolaire
actuellement. Puis nous étudierons les différentes influences mécaniques
connues sur l'ostéogénése. Enfin les deux dernieres parties de ce travail se
porteront sur le choix du modeéle expérimental de fente labio-palatine et sur
I'influence directe de certains facteurs mécaniques et cellulaires pouvant
influencer le résultat de la greffe et pouvant étre intégrés dans un modele
biomécanique.

Comprendre ce cas particulier de greffe osseuse alvéolaire représente un
véritable challenge et une étape capitale afin d’optimiser nos résultats avec I'os
autologue et d’obtenir a 'avenir un substitut osseux dont nous maitrisons les

propriétés et I'intégration.



Chapitre 2 : Etat des lieux de la greffe osseuse alvéolaire dans
le cadre d’une fente labio-palatine.

I.1) Embryologie

La face se forme entre la 5¢me et la 10¢me semaine de vie embryonnaire a
partir de cinq bourgeons mésenchymateux primordiaux, cernant le stomodéum :
un bourgeon frontal, deux bourgeons maxillaires et deux bourgeons

mandibulaires.

Ala 5¢ semaine, le bourgeon frontal est le siege du développement des processus
nasaux médial et latéral, organisés autour des placodes olfactives.

La levre supérieure et le prémaxillaire (palais primaire) résultent de la
convergence et de la fusion du bourgeon maxillaire en dehors et des processus
nasaux latéral et médial a la 7¢me semaine. L’absence de fusion entre ces
bourgeons est a l'origine d'une fente labiale ou labio-alvéolaire (en fonction de

'atteinte du prémaxillaire).
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Figure 1: Formation de la lévre supérieure a partir de la fusion du bourgeon
maxillaire et des processus nasaux latéral et médial (d’apres Dixon® et al.)

En arriere du palais primaire, les bourgeons maxillaires poursuivent leur
fusion sur la ligne médiane par la croissance des processus palatins dés la 7¢me

semaine. Ces processus palatins croissent initialement vers le bas avant de



pivoter vers un plan horizontal et de s’unir 'un a I'autre, de I'avant vers l'arriere,
apres abaissement lingual. IIs se soudent également en avant au palais primaire
et cranialement avec le bord inférieur du septum nasal.

L’absence de fusion des processus palatins, entre la 7éme et la 10¢™me semaine est a

'origine de la fente palatine.
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Figure 2 : Formation du palais secondaire a partir de la fusion des processus
palatins dans le sens ventro-dorsal (Pavy B, Vacher C et al. EM(C?)

Les organes dentaires issus de cellules de la créte neurale se différentient des la

7¢me semaine et tous les germes sont présents a la 10¢me semaine.

L'alvéole provient de la formation du palais primaire. Le terme alvéole est dérivé
du latin et se réfere a une petite cavité. L'alvéole dentaire est «la cavité
dentaire ». L'os alvéolaire est relié aux dents par le ligament parodontal. Les
dents permanentes situées au-dessus de la fente alvéolaire ne sont pas viables
s’il n'y a pas un « stock » osseux adéquat placé dans la fente alvéolaire pour les
accueillir. Les dents concernées sont généralement l'incisive latérale et la canine
maxillaires. Ainsi si il n'y a pas d’os alvéolaire la dent définitive aura tendance a
fuir le défect osseux et fera son éruption en bord de fente. Dans un
environnement précaire en os, elle deviendra mobile et tombera. Ainsi il est

capital d’apporter de I'os au niveau de la fente alvéolaire.



I1.2) Historique

Alors que les premieres chéiloplasties, permettant de réparer le stigmate
visible «la levre », remontent au temps d’Hippocrate en 400 avant JC’, la
premiere greffe osseuse alvéolaire a été décrite beaucoup plus récemment. En
1901 Von Eiselberg® utilise un lambeau ostéo-cutané pédiculé pour fermer la
fente palatine et alvéolaire. La premiere greffe osseuse maxillaire a été attribuée
a Lexer en 1908°. Il utilisa de I'os tibial en incluant I'enveloppe périostée. Veaul?®
décrivit en 1931 son échec de greffe alvéolaire en utilisant des morceaux d’os
d’origine tibiale. Millard!! rapporte que peu de chirurgiens s’intéressent a la
greffe osseuse alvéolaire et la réalisent avant les années 1950. Entre 1950 et
1960, plusieurs chirurgiens ont tenté de réaliser ce que I'on appelle aujourd’hui
la greffe osseuse alvéolaire « primaire » au cours des premiers mois de vie de
I'enfant. Brauer, Cronin et Reaves!? expliquent en 1962 l'intérét de réaliser cette
greffe de facon tres précoce. Ils soumettent I'hypothese que dans le cas d’'une
fente labio-palatine unilatérale totale, il est nécessaire de recréer un pont osseux
entre le maxillaire du c6té fente et le maxillaire du c6té sain qui est porteur du
septum, moteur de la croissance faciale. Ils pensent ainsi obtenir une meilleure
croissance du coté fente et moins de malocclusions. De méme pour une fente
bilatérale, ils supposent que recréer le pont entre les deux hémi-maxillaires et le
prémacxillaire garantira une meilleure croissance. Cette pensée fut également
suivie par Skoog en 196513. L’os le plus utilisé alors était d’origine costale.
L’ostéoplastie primaire connut alors son principal essor jusque dans les années
1970 ou plusieurs auteurs démontrerent qu’au lieu de favoriser la croissance,
I'ostéoplastie réalisée des les premiers mois de vie était délétere avec un taux
élevé de rétromaxilliel+15, En Europe d’abord puis aux Etats-Unis, les principaux
centres de compétence ont ainsi opté pour la greffe osseuse dite « secondaire »,
entre 9 et 11 ans. La greffe osseuse secondaire a été introduite par Boyne et
Sands'6 (1972), puis développée par Abyholm'’. Les chirurgiens abandonnerent
peu a peu 'os costal, dont le potentiel de croissance s’avérait tres faible, pour des
prélevements plus aisés (os iliaque, os mandibulaire le plus fréquemment). La
greffe osseuse secondaire est actuellement le traitement de référence dans le

monde méme si il existe encore plusieurs controverses en rapport notamment



avec l'os utilisé, la technique chirurgicale, I'adjonction de facteurs de croissance

ou encore 1'age de réalisation.

I1.3) Objectifs de la greffe osseuse

Avec le développement de centres de compétence aux Etats-Unis et en
Europe, des objectifs de réhabilitation et des protocoles de traitement ont été
mis en place. La greffe osseuse alvéolaire fait maintenant partie intégrante du
protocole de chirurgie primaire de la fente labio-palatine dans les pays
développés. En effet en cas d’absence de greffe osseuse, il est décrit que les
patients gardent de nombreux stigmates directement liés a la fente. La levre et le
nez manquent de support et paraissent asymétriques. La majorité des patients
non greffés souffrent de parodonthopathies dues a une inflammation chronique
de la gencive a travers la fistule oro-nasale souvent persistante. De plus le
manque osseux entraine la plupart du temps une perte accélérée des dents
bordant la fentel8. Ces observations soulignent l'intérét a courts et longs termes
de réaliser la greffe. Witsenburg!® des 1985 résument les principaux objectifs de
la greffe osseuse alvéolaire: rétablir I'anatomie et la stabilité du maxillaire ;
restaurer une alvéole physiologiquement normale permettant 'éruption des
dents définitives; fermer la fistule alvéolaire; améliorer la projection naso-
labiale. D’autres auteurs (Captier2?, Boland?1, Caccamese?Z) compléterent ensuite
ces principaux objectifs en précisant que la greffe facilite également la
réhabilitation prothétique lorsqu’elle est nécessaire, et améliore de fagon

durable la fonction masticatoire et I'esthétique du patient.



I1.4) Différents « timings » opératoires

[I.4.a. Lors de la chirurgie primaire

Deux types d’interventions peuvent étre réalisées lors de la chirurgie
primaire : l'ostéoplastie primaire et la gingivoplastie primaire sans greffe
osseuse.

Ces interventions sont réalisées habituellement en méme temps que la chirurgie
de la fente labiale (chéiloplastie) et/ou de la fente palatine, d’ou leur
dénomination de « primaire ».

L’ostéoplastie primaire ou greffe osseuse alvéolaire primaire a été
essentiellement développée par 1'équipe de Chicago (Northwestern University
cleft team) mais a largement été abandonnée depuis les années 70 ou la
premiere sonnette d’alarme retentit sur I'impact sur la croissance avec un taux
augmenté de rétromaxilliel®. En effet la greffe d’os costal alors utilisé n’augmente
pas de taille avec la croissance de la face. De plus 1”os obtenu ne correspond pas
a de l'os alvéolaire et les dents ne migrent pas a travers l'os costalll. Certaines
équipes partisantes de la chirurgie «tout en un temps» (chéiloplastie,
uranostaphylloraphie et greffe osseuse alvéolaire primaire) effectuent encore
ces greffes osseuses tres tot dans la premieére année de vie sans orthopédie
préalable. Ils n'ont pas montré d’impact négatif sur la croissance mais leur
évaluation est limitée a des enfants agés de 5 ans?3.

La gingivopériostoplastie primaire décrite par Skoog?* en 1965 et destinée a
entrainer une production d’os au niveau de la fente alvéolaire, est réalisée entre
3 et 6 mois au moment de la fermeture labiale. Millard?> a décrit en 1990 une
orthopédie pré-chirurgicale afin d’aligner les fragments maxillaires avant la
gingivopériostoplastie. Cette gingivopériostoplastie primaire a pour but de
fermer la fistule alvéolaire, unir les segments maxillaires afin de prévenir
I'endognathie, et de réduire le besoin d’une greffe osseuse alvéolaire secondaire.
Plusieurs études ont néanmoins montré les pauvres résultats de Ia
gingivopériostoplastie primaire. Bien que souvent un pont osseux soit créé, le
volume osseux est insuffisant et une greffe osseuse secondaire reste

indispensable pour I'ensemble des auteurs?6-28, De plus la méta-analyse de El-



Ashmawi?’ révele que la gingiviopériostoplastie primaire fermant précocement
'espace de l'incisive latérale est néfaste pour la croissance faciale?”.

La plupart des centres ont donc opté pour la greffe osseuse alvéolaire dite
« secondaire ». Ce terme a été choisi en opposition aux procédures primaires
suscitées car ces procédures sont décalées dans le temps par rapport a la
fermeture de la fente labiale et de la fente palatine. Néanmoins le terme semble
mal approprié car la greffe osseuse alvéolaire fait partie intégrante du protocole
de prise en charge primaire d’'un enfant avec une fente labio-palatine complete

ou labio-alvéolaire.

[1.4.b. En denture mixte

La greffe osseuse secondaire a été introduite par Boyne et Sands!®, puis
développée par Abyholm?!’. Elle est réalisée en denture mixte, avant I'éruption de
la canine soit entre 9 et 11 ans. Ainsi elle permet a la canine de réaliser son
éruption a travers de l'os solide et apporte une stabilité au maxillaire. Elle
constitue actuellement le Gold standard concernant I'age de reéalisation de la
greffe20. 29-34_ Elle n’entraine pas, par rapport a l'ostéoplastie primaire, de
grandes perturbations au niveau de la croissance maxillaire®®, La croissance du
maxillaire dans le sens transversal est pratiquement terminée vers l'age de 8-9
ans donc la greffe osseuse a partir de cet age peut étre envisagée sans
conséquence notable sur la croissance maxillaire dans cette dimension. Méme si
Ennemarks3> décrit un retard de croissance verticale du maxillaire due a la greffe,
celui-ci est minimisé par la capacité de la canine en cours d’éruption de générer
de 'os alvéolaire. Turvey3’ et Sem362 ne trouve pas de différence en termes de
croissance du maxillaire quand la greffe est réalisée aprés 9 ans par rapport a
enfant non greffé.

Pour la plupart des auteurs, c’est le stade d’éruption de la canine qui est décisif pour
choisir le bon moment pour greffer et les bénéfices sont optimaux quand la greffe
est réalisée apres I'éruption de l'incisive latérale définitive et avant I'éruption de la

canine, soit entre 9 et 11 ans.



I1.4.c. Précoce a5 ans, en denture lactéale

Alors que la tendance mondiale est de réaliser la greffe osseuse en
denture mixte38, la France se démarque en réalisant la greffe osseuse alvéolaire

secondaire plus précocement entre 4 et 6 ans.

Figure 3 : Particularité frangaise quant a I'dge de réalisation de la greffe osseuse
alvéolaire3®

Jean-Claude Talmant3? a Nantes a été un des pionniers dans la réalisation de la
greffe osseuse alvéolaire secondaire « précoce », avant I'éruption des incisives
centrale et latérale. Le but est d’apporter une quantité d’os suffisant pour
permettre la bonne éruption de 'incisive latérale.

D’aprés Talmant et Lilja*9, la hauteur alvéolaire ainsi obtenue est ensuite
conservée au cours de la croissance faciale. Lilja et Ozawa*! pense qu'il est
nécessaire de poser l'indication d'une greffe osseuse alvéolaire en fonction du
stade et des conditions d’éruption des dents adjacentes a la fente. Ainsi en cas
d’agénésie de l'incisive latérale, 'age idéal de la greffe serait entre 9 et 11 ans
avant I'éruption de la canine. Par contre si l'incisive latérale est présente, il
faudrait réaliser cette greffe plus tot, en dentition lactéale avant I'éruption de
I'incisive latérale qui migrerait alors dans le greffon et en consoliderait son
résultat.

Talmant et maintenant la plupart des centres de compétence frangais vont plus

loin en préconisant une greffe systématique entre I'age de 4 et 6 ans, avant



I’éruption de l'incisive latérale si elle est présente, sinon avant celle de I'incisive
centrale.
Cette greffe est réalisée apres préparation de I'arcade maxillaire par orthopédie

dento-faciale (pose d'un quadhélix ou disjoncteur maxillaire par 'orthodontiste).
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Figure 4 : Quadhélix (A) et disjoncteur maxillaire (B) (Photos B. Grollemund)

Cette préparation orthopédique est capitale afin de conserver l'espace de
I'incisive latérale et d’adapter le volume des dents au volume osseux et non pas
I'inverse. Sans cette préparation orthopédique, il y aurait un impact néfaste sur
la croissance mais le tandem orthodontico-chirurgical entourant cette greffe
osseuse secondaire dite « précoce » permet une stimulation de la croissance
faciale en pré- et post-chirurgical (Fig. 5 et 6). Rétablir I'anatomie et I'unité
maxillaire permet a l'orthodontiste de stimuler précocement la croissance
maxillaire souvent insuffisante chez les enfants porteurs de fentes. De plus la
greffe osseuse plus précoce permet de fermer plus tot la fente alvéolaire et la
phonation est ainsi améliorée (il n’existe plus de fuite nasale antérieure).

Le but de cette greffe osseuse précoce est de restaurer précocement 'anatomie
mais également les fonctions : la mastication en bonne occlusion, la déglutition
par un bon positionnement de la langue, la phonation (absence de déperdition

nasale résiduelle et meilleure articulation).
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Figure 5 : Adaptation de I'arcade maxillaire a I'arcade mandibulaire.

Al et B1 : états des arcades maxillaires et mandibulaires avant expansion
maxillaire et greffe osseuse alvéolaire a 5 ans

A2 et B2 : L’arcade maxillaire a été adaptée a I'arcade mandibulaire et greffée. On
voit également que l'arcade mandibulaire (B2) s’est normalisée spontanément.

Figure 6 : Stimulation de la croissance faciale par orthopédie dento-faciale aprés
réalisation de la greffe osseuse alvéolaire a 5 ans (Photos B. Grollemund)

[1.4.d. Chezl’adulte

La greffe osseuse alvéolaire a I'dge adulte est appelée greffe osseuse
tertiaire de rattrapage ou de stabilisation?0. Elle est réalisée en dentition

définitive.
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Elle restaure la continuité du maxillaire, stabilise les dents du bord de fente et
prépare une réhabilitation prothétique chez des adultes n’ayant pas bénéficié
dans I'’enfance d’un suivi régulier.

Il n’y a pas d’age maximum pour réaliser la greffe osseuse alvéolaire, néanmoins
il semble que les résultats en termes de prise de greffe diminuent avec 1'age,
(Abyholm!7, Hall et Posnick#*?, Trindade-Suedam et al.*3). Duret** soutient
également que les patients greffés tardivement sont généralement au stade de
séquelles et le potentiel de croissance du maxillaire n’a pas été exploité. La greffe
osseuse est alors associée a une moins bonne intégration, plus de remodelage et
moins de gain de hauteur alvéolaire2®. Deux travaux#>4¢ évaluent les facteurs
pouvant prédire d’éventuelles complications en cas de greffe osseuse alvéolaire.
Ces deux équipes pointent I'age comme principal facteur prédictif. E. M. Pessoa*®
soutient que les enfants agés de 12 ans et plus ont 4 fois plus de risque de

développer des complications a la suite de leur greffe osseuse.

II.5) Os utilisé

Depuis le développement de la greffe osseuse alvéolaire secondaire, de
multiples produits de comblements autogenes ou non ont été utilisés. Une revue
systématique de la littérature a été réalisée afin de décrire les différentes
possibilités de comblement osseux et d’en évaluer leur efficacité. Cette revue,
réalisée sur MEDLINE et SCIENCEDIRECT, s’est focalisée essentiellement sur des
études apportant une analyse volumique du résultat de la greffe osseuse (par
tomodensitométrie ou Cone Beam-CBCT). Afin d’avoir une description de tous
les produits de comblements utilisables, certaines études n’apportant qu’'une
analyse en 2D ont été ajoutées mais seront précisées et font preuves d’exception.
En effet, les études n’évaluant que le résultat sur radiologie standard
(panoramique dentaire ou cliché rétro-alvéolaire) surestiment le plus souvent le
résultat du greffon en terme de hauteur mais surtout de largeur antéro-
postérieure?’.

Les criteres d’inclusion des articles dans cette revue sont les suivants :

- Etudes portant sur des humains de tout age,
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Greffe osseuse reéalisée chez des patients porteurs de fentes labio-
palatines ou labio-alvéolaires uni- ou bilatérales,

Etudes randomisées, études de cohorte, études prospectives ou
rétrospectives,

Analyse 3D du résultat du greffon par CBCT ou TDM

Résultat rapporté sous la forme d’'une comparaison de volumes pré- et
post-opératoires ou de pourcentage de volume osseux du greffon par
rapport au volume de la fente (volume résiduel du greffon ou volume
osseux résiduel).

Analyse comparant un produit de comblement avec un groupe controle

Analyse du volume osseux résiduel au moins a 3 mois post-opératoires.

Les critéres d’exclusion sont :

Etudes sur animaux
Rapport d'un cas

Pas d’analyse volumique

Cette revue se portera tout d’abord sur les matériaux de comblement osseux

autogenes, puis sur les matériaux ajoutés a la greffe d’os iliaque et enfin aux

substituts osseux.

[I.5.a) Os autologue

Histocompatible et non immunogénique, I'os autologue réduit la réaction

auto-immune contre le matériel greffé et réduit le risque de transmission

infectieux.

L‘os autologue peut étre prélevé de sites donneurs différents de par leur viabilité

cellulaire, leur vitesse et leur degré d’intégration. De plus les modalités de

prélevements et leurs complications peuvent varier en fonction du site donneur.

Os iliaque

De nombreuses études suggerent que I'os spongieux autologue provenant de la

créte iliaque antérieure est le matériel le plus communément utilisé dans le
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cadre de la greffe osseuse alvéolaire secondaire. En effet il peut étre prélevé de
facon aisée et en abondance. De plus il autorise un travail en double équipe, I'un
prélevant I'os en iliaque pendant que I'autre prépare le site de greffe osseuse en
alvéolaire*s.

L’os spongieux iliaque est préféré aux prélevements cortico-spongieux. En effet
la greffe d’os spongieux est plus rapidement revascularisée en 3 semaines*’ en
moyenne et apporte un potentiel important de cellules ostéoprogénitrices et de
cellules pluripotentes. Ces cellules sont supposées potentialiser la néo-
ostéogénese intervenant précocement apres la réalisation de la greffe>0.

L’os iliaque peut étre prélevé par une voie d’abord directe ou en percutané par
une tréphine. De nombreux auteurs se sont penchés sur la morbidité du site
donneur de la greffe osseuse d’origine iliaque. Il est difficile d’évaluer réellement
cette morbidité car elle dépend beaucoup des habitudes de chaque opérateur et
de la fagon dont le prélevement est réalisé. De plus elle reste difficile a évaluer.
La plus grande critique du site de prélevement iliaque repose sur la douleur
engendrée au niveau de la créte iliaque. Néanmoins plusieurs études s’accordent
pour dire que cette douleur a été surestimée>-5% La plupart des patients
rapportent une douleur de faible intensité soulagée par des antalgiques de Palier
1. Kalk et al.>1 et Eufinger et Leppdnen®2 rapportent que respectivement 26%
(n=17) et 38% (n=19) de leur patients trouvent leur hanche plus douloureuse
que leur bouche. Baquain et al.55 et Matsa et al.5¢ rapportent que les patients
marchent dans les 24h post-opératoires, récuperent une démarche normale en
un maximum de 10 jours. Matsa précise que le prélevement n’a pas d’'impact sur
la croissance au niveau de la créte. La durée d’hospitalisation initialement assez
longue du temps de Bergland3? ou Hall et Posnick>7 a été réduite a 1 a 2 jours
post-opératoires plus récemment>1,5859,

Le prélevement d’os spongieux iliaque pour la greffe osseuse alvéolaire
secondaire reste encore aujourd’hui le gold standard pour la plupart des
auteurs 17,33,3551-54, 58,60-63 majs son potentiel de résorption (jusqu'a 40% en un
an®0 6465) 3 poussé certains chirurgiens vers d’autres sites de prélevement

autogenes.
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Os tibial

L’os tibial constitue une alternative a I'os iliaque car il permet de prélever de I'os
spongieux. Lexerl® en 1908 utilisa de l'os tibial mais sous une version cortico-
spongieuse avec son enveloppe périostée. Ce site donneur a été développé
d’abord en orthopédie puis en chirurgie maxillo-faciale pour la chirurgie
reconstructrice, orthognathique ou la chirurgie des fentes®667. Ce site donneur a
été réservé tres longtemps aux adultes. En effet prélever de I'os spongieux au
niveau de l’épiphyse tibiale représente un risque de lésion du centre de
croissance. Besly et Ward Booth®® décrivent une technique permettant le
prélevement chez I'enfant. Néanmoins la quantité d’os disponible est tres
inférieure a celle pouvant étre prélevée en iliaque. Chez I'adulte le prélevement
est limité a 25ml®%70, Chez I'’enfant le prélevement peut concerner les deux
jambes si une grande quantité est nécessaire’l72. Ceci contrebalance la faible
morbidité reportée de ce site donneur’273, De plus on demande aux patients
d’éviter tout sport de contact pendant 3 mois. Le résultat de la greffe osseuse
alvéolaire avec de l'os spongieux tibial semble correct et comparable a l'os
iliaque mais les études disponibles n’évaluent le résultat du greffon qu’'en 2
dimensions sur radiologies standards 7475. Méme a résultat équivalent en 2D, la

morbidité de ce site en particulier chez '’enfant, n’en fait pas un premier choix.

Os calvarial

Le succes de I'os calvarial comme site donneur en chirurgie maxillo-faciale?6-78
poussa les chirurgiens a l'utiliser dans les fentes 31,7980, [’os calvarial représente
une option séduisante au premier abord de part son origine embryologique
proche du site receveur et de son ossification membraneuse comme 1'os
alvéolaire. Mais les greffes « onlay » d’os calvarial, dont les résultats sont tres
positifs, restent différentes du cas de la fente alvéolaire ou il s’agit de greffon mis
en « inlay ». Rosenthal et Buchman84 ont développé les travaux d’Ozaki et al. 81.82
et ont comparé les greffes osseuses «inlay» d’os cortical et d’os spongieux
iliaque (origine endochondrale) aux greffes d'os mandibulaire (origine

membraneuse) chez les lapins. Quatre défects de taille critique ont été réalisés
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sur le crane des lapins, le premier rempli d’os iliaque cortical, le deuxieme d’os
iliaque spongieux, le troisieme d’os cortical mandibulaire et le dernier laissé vide
en controle. Les animaux ont été tués a 3,8 et 16 semaines pour une analyse
histologique. Une étude par microscanner a également été réalisée. Les trois
types de greffes inlay de cette expérience ont augmenté en termes de volume. De
fagcon intéressante les auteurs noterent que le meilleur résultat fut obtenu avec
'os spongieux iliaque. Cette étude permet de comprendre que les mécanismes
des greffes en «inlay » sont différents de ceux en « onlay ». Ainsi si les greffes
«onlay » d’os calvarial obtiennent d’excellents résultats en chirurgie maxillo-
faciale reconstructrice ou pré-implantaire, le cas des fentes labio-palatines est
différent : la greffe osseuse alvéolaire doit étre considérée comme une greffe en
«inlay » qui vient combler un défect entre les processus alvéolaires et le bord de
l'orifice piriforme et non une comme une greffe « onlay » du maxillaire. Ceci
explique notamment les conclusions de plusieurs auteurs comme Sadove et al. en
199084, Kortebein et al.31 en 1991 puis La Rossa et al 32. en 1995, montrant une
supériorité de greffe osseuse d’os spongieux iliaque par rapport a la greffe
d’origine calvariale dans les greffes osseuses alvéolaires secondaires.

Méme si de l'os spongieux comme de l'os cortical peut étre prélevé sur la
calvaria’?8085 le prélevement est assez long, délicat et le rendement en os
spongieux reste faible par rapport a la créte iliaque (Fig. 7). Le taux de
complications varie 0.25%77 a 5.5%78, et sont potentiellement plus séveres que
lors d’'un prélevement d’os iliaque : ostéomyélite de la calvaria, exposition de la
dure-mere, hématome extradural ou sous-dural, fuite de liquide cérébro-spinal
et complications neurologiques8¢87. De plus la possibilité de cacher la cicatrice
dans les cheveux n’est pas forcément un avantage. En effet un enfant porteur
d’'une fente labio-palatine peut témoigner d’'une appréhension certaine a avoir
un acte supplémentaire sur la téte. De plus ce site ne permet pas un travail en

double équipe.
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Figure 7 : Représentation schématique et peropératoire de prélevement d’os
calvarial (Han et al.85). Un prélévement d’os uniquement spongieux peut étre
réalisé et le volet de cortical sera ensuite remis en place en apposition.

Os mandibulaire

Séduisant également par sa méme origine embryologique et son ossification
membraneuse, 1'os mandibulaire a été proposé comme site donneur par
plusieurs chirurgiens.

Bosker et van Dijk en 1980 ont été les premiers a décrire l'utilisation de la
symphyse mandibulaire comme site donneur pour la greffe osseuse alvéolaire3>.
IIs publierent leurs résultats préliminaires sur 25 cas en 1989 et confirmérent
que la symphyse mandibulaire représentait un site donneur attractif de par sa
facilité d’acces et donnait de bons résultats en terme de greffon alvéolaire®8s.

Ses avantages principaux sont la restriction a un seul site opératoire, une
cicatrice invisible, une diminution de la douleur post-opératoire et de la durée
d’hospitalisation82.20.91,

Le résultat de la greffe osseuse d’origine mandibulaire est décrit par plusieurs
équipes comme comparable a celui de la greffe d’origine iliaque89.9293.94,
Cependant la plupart de ces études sont réalisées uniquement en deux
dimensions et ne permettent pas de confirmer cette équivalence. Néanmoins la
plupart des auteurs rapportent que le volume osseux obtenu a partir du
prélévement symphysaire est le plus souvent insuffisant, en particulier en cas de
fente large ou de forme bilatérale?295-97, L’ajout d’allogreffe comme le béta-TCP

est le plus souvent nécessaire pour obtenir un volume suffisant?6.97,
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Il a été décrit également qu’il y a un taux plus élevé de canines incluses (31%)
chez les enfants greffés a partir d’os mandibulaire comparativement avec I'os
iliaque3>.

Les risques de ce site donneur sont principalement les potentielles 1ésions
dentaires (risque de dévitalisation incisive, lésion des germes) en particulier
quand la greffe est réalisée a un age précoce3>899,

De plus chez I'adulte ce prélevement peut se compliquer d’'un défaut de contour
mandibulaire persistant a long terme®8.

Enfin l'impossibilit¢ de travailler en double équipe augmente le temps

opératoire.

Autres sites

Les autres sites sont représentés par l'os costal de nos jours abandonné et
I'olécrane dont l'utilisation reste anecdotique. Nadal et al. a décrit réaliser un
prélevement cortico-spongieux au niveau de 'olécrane mais ne fournit aucune

analyse tridimensionnelle de ses résultats®°.

L’os spongieux iliaque reste donc a ce jour le Gold standard des matériaux
autologues dans le cas de la greffe osseuse secondaire alvéolaire chez les
patients porteurs de fente. La greffe osseuse alvéolaire d’origine iliaque n’étant
pas dénuée de morbidité et son résultat restant inconstant (méme si supérieur
aux autres zones donneuses), les chirurgiens ont cherché a potentialiser le

résultat de la greffe en ajoutant certaines molécules ou produits.
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[1.5.b) Matériaux ajoutés a la greffe d’os iliaque (Tableau 1)

Le degré de résorption de I'os iliaque au niveau de la fente alvéolaire peut
aller jusqu’a 40-50%100-103, Ces chiffres sont approximatifs car les auteurs
n’évaluent jamais en peropératoire si I’ensemble du volume de la fente alvéolaire
a bien été comblé. Néanmoins plusieurs études ont tenté d’identifier des facteurs
pouvant réduire ce degré de résorption en ajoutant des concentrés plaquettaires

ou des matrices a l'os iliaque.

PRP / PRF

Les protocoles de recherche cliniques se sont particulierement intéressés ces
dernieres années aux colles de fibrine puis aux concentrés plaquettaires comme
les membranes PRP (Platelet-Rich Plasma) et enfin les membranes de PRF
(Platelet-Rich Fibrin). Ces concentrés plaquettaires de deuxiéme génération sont
obtenus a partir de centrifugation du sang du patient. Le PRF est réalisé sur tube
sec et ne nécessite ni anticoagulant, ni ajout de thrombine. Il se présente sous la
forme d’'une membrane de fibrine ayant piégé une grande quantité de facteurs de
croissance. Le PRP est également obtenu a partir de centrifugation sanguine
également mais en utilisant des kits commerciaux spéciaux. Apres centrifugation
sont ajoutés un anticoagulant et/ou de la thrombine afin d’obtenir le PRP qui se
présente sous la forme d'un gel Ce gel est plus ou moins liquide en fonction des
kits et sa composition en facteurs de croissance est dépendante de la
concentration plaquettaire initiale et du kit. Le PRP, comme le PRF, renferme
divers facteurs de croissance: platelet-derived growth factor (PDGF), vascular
endothelial growth factor (VEGF), transforming growth factor beta (TGF-f). Ces
facteurs peuvent en théorie améliorer la cicatrisation, promouvoir la croissance

osseuse, améliorer la néoangiogéneése et réduire la résorption du greffon104,

Seules deux études ont trouvé une résorption diminuée de la greffe quand du
PRP est ajouté a la greffe d’os spongieux iliaque. Seulement ce résultat ne

concernait a chaque fois qu'une population adulte104105,
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Pour une population plus jeune, aucune différence significative en termes de
stabilité du greffon n’a été retrouvée entre os iliaque spongieux seul et ajout de
PRP106,107 oy de PRF108109110, Seule une modification de la densité osseuse a été

relevéel04,105,

La colle de fibrine est un bio-adhésif dégradable, constitué de fibrinogene et de
prothrombine qui est censé améliorer la migration cellulaire et 1la
néoangiogénese. Une seule étudell! a utilisé cette colle de fibrine avec de I'os
iliaque pour les greffes osseuses alvéolaires; I'analyse bidimensionnelle ne

permet pas de trouver un bénéfice a son ajout.

Matrices

Les matrices ajoutées a |'os spongieux iliaque sont de deux types : les matrices a
proprement parler (« scaffolds ») et les membranes réalisant une barriere par
rapport a 'environnement.

Les matrices a proprement parler peuvent étre de plusieurs types: os bovin
déprotéinisé (deproteinized bovine bone-DBB)!14 ~matrice d'os humain
déminéralisé (demineralized bone matrix-DBM)!15, matrice de dentine
déminéralisée (demineralized dentinal matrix-DDM). Dans notre revue de
littérature, seule une étude par matrice est retrouvée et évalue I'efficacité de la
matrice combinée avec de l'os iliaque spongieux comparativement avec l'os
spongieux iliaque seul. Alors que le DBB ne semble pas apporter de bénéfice par
rapport a l'os iliaque seul!!4, le DBM semble induire le succes de la greffe osseuse
lorsqu'il est rajouté a I'os spongieux iliaquell>. Cette conclusion est a nuancer car
ces études ne réalisent qu'une évaluation en deux dimensions.

Les membranes « barrieres » servent non seulement de matrice permettant la
pousse osseuse mais bloquent également lintrusion des tissus mous
environnants, isolant et préservant ainsi le volume du greffon. On retrouve
plusieurs types de ces « membranes barrieres » dans la littérature : membranes
d’acide polylactique-polyglycoliquell’®, membrane bio-Guidell?, matrice

dermique acellulaire (ADM- Acellular dermal membrane)118.119,
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La matrice dermique acellulaire ou ADM est la seule membrane ayant bénéficié
d’'une étude volumétrique. Décrite par Clavijo-Alvarez et al. en 2010118, ’ADM
fait partie du processus appelé « regénération osseuse guidée ». La membrane
ADM est utilisée pour bloquer l'invasion des tissus environnants, autorisant
ainsi les ostéoblastes d’avoir suffisamment de temps pour proliférer dans cette
espace «de réserve» et ainsi générer du néo-os. Cette membrane est
completement résorbée en 4 a 6 mois. Clavijo-Alvarez et al.118 n’a réalisé qu’'une
étude clinique sur la tolérance de la membrane ADM. Il conclut a un taux
équivalent de complication et d’exposition de greffe osseuse avec la matrice. Seul
Xia et al. en 201611° (Tableau 1) a réalisé une étude randomisée comparative
avec analyse volumique entre deux groupes: un groupe de greffe osseuse
alvéolaire réalisée avec ADM combiné a I'os spongieux iliaque et un autre groupe
controle greffé avec de I'os spongieux iliaque seulement. Cette étude réalisée sur
60 patients au total a utilisé le CBCT a 1 semaine et a 3 mois post-opératoires
pour évaluer le taux de résorption de la greffe osseuse. Le taux de résorption
osseuse a été significativement réduit pour le groupe « ADM+ os iliaque » par
rapport au groupe contrdle (31.69% versus 36.50%, p= 0.017). Le seul biais
important de cette étude est 'age des patients porteurs de fentes greffés, non

précisé.
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[I.5.c) Substituts osseux

Afin d’éliminer la nécessité d'un site donneur d’os autologue ainsi que
leur morbidité, différents types de substituts osseux ont été développés: les
biocéramiques, les substituts osseux composites enrichis en BMP-2 (Bone

Morphogenic Proetin-2) et la thérapie cellulaire.

Biocéramiques

Les biocéramiques utilisés dans le cadre de la greffe osseuse de la fente
alvéolaire sont le Glass-bone!?9, I'hydroxyapatite!?l ou le [-tricalcium-
phosphate!?2 (B-TCP). Ils sont marqués par une bonne biocompatibilité et un
potentiel d’ostéoconduction. Dans le cadre de la fente alvéolaire, les
biocéramiques ont été proposés comme substituts idéaux car ils apportent une
matrice lentement résorbable et donc une stabilité pour la néostéogénese. Cette
affirmation n’est cependant que théorique car chacune de ces biocéramiques
n'est représentée que par une seule étude avec une évaluation en deux
dimensions. La revue de la littérature réalisée ne retrouve donc aucun bénéfice
pour le moment dans l'utilisation de ces biocéramiques dans le cadre de la greffe
osseuse alvéolaire.

Dans un défect osseux de taille critique, la présence de cellules
ostéoprogénitrices est relativement minimale. Ainsi les substituts
osteoconducteurs seuls ne suffisent pas a produire des signaux ostéoinducteurs
pour stimuler la régénération osseuse.

L’approche régénérative implique de combiner l'utilisation de biomatériaux,
comme une matrice (scaffold) biodégradable, et de molécules biologiques,
facteurs de croissance et/ou cellules souches. Durant la réparation osseuse
classique, les cellules ostéoprogénitrices qui proviennent des cellules souches, se
différencient en ostéoblastes produisant la matrice osseuse ostéoide. La
minéralisation de cette matrice avec le temps résulte en la formation d’os
lamellaire. L’objectif des deux classes suivantes de substituts est de stimuler
I'arrivée et l'activation des cellules ostéoprogénitrices (BMP-2) ou de

directement apporter ces cellules sur site.
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Substituts osseux composites enrichis en BMP-2 (Tableau 2)

Le BMP-2 (Bone Morphogenic Proetin-2) est le facteur de croissance le plus
connu pour favoriser la formation osseuse!?3. Ce facteur de croissance est en
général combiné a des biomatériaux de type « matrices» ou « matrices
barrieres » comme I’ACS (Acellular Collagen Sponge), 3-TCP, Hydrogel ou encore
DBM (Demineralized Bone Matrix). La concentraition de BMP-2 la plus
communément utilisée dans la littérature est de 1.5mg/ml124-129. En dessous de
cette concentration on note un échec complet du substitut osseux12°.

BMP-2 combiné avec un biomatériau de type ACS est le plus étudié. Alors
qu’Alonso et al. en 2010124 obtient un résultat moindre avec BMP2/ACS qu’avec
'os spongieux iliaque, la plupart des études montrent une efficacité comparable
a l'os spongieux iliaque en terme de régénération volumique et capacité
d’éruption dentairel25-127,129-131 Ce résultat est équivalent avec d’autres supports
du BMP-2127.129.130 comme le 3-TCP, Hydrogel ou encore DBM. Seul Dickinson et
al.128 montre une légere supériorité de BMP-2/ACS par rapport a l'os iliaque
mais ce résultat ne concerne qu'une population adulte de patients et non des
enfants en dentition lactéale ou mixte. Seulement de nombreuses études
rapportent des problemes d’cedeme important en cas d’utilisation d’'un substitut
osseux enrichi en BMP-2124129-131 - certaines études ont méme di abandonner

son utilisation29,
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Thérapie cellulaire (Tableau 3)

L’avantage de la thérapie cellulaire est d’apporter une solution non antigénique
ayant la capacité de reconstruire completement le processus alvéolaire en
termes de forme et de fonction. Les ostéoblastes autologues et les cellules
souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse (BMMSC Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells) sont les cellules les plus utilisées!32-134 chez I'homme.
La recherche sur la thérapie cellulaire dans la régénération osseuse s’est
développée ces dernieres années. Seulement la préparation et la culture des
BMMSC sont souvent difficiles et délicates. Ainsi les essais cliniques sont rares.
Nous n’avons relevé que trois études volumiques chez ’humain dans cette revue
de la littérature. Seules deux d’entre elles expliquent réellement la préparation
cellulaire132134, Ces études ne retrouvent pas de réelle différence entre le
substitut de thérapie cellulaire et I'os iliaquel32.133 mais les résultats en terme de
volume osseux résiduel sont faibles comparativement aux autres études utilisant
'os autologue ou d’autres substituts osseux.

Le fait de changer de matrice/support et d’ajouter différents facteurs de
croissance apportera slirement des résultats prometteurs mais plus d’études

sont nécessaires134,
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[1.5.d) Synthese

Cette revue de la littérature révele que certains substituts osseux
montrent une efficacité comparable a l'os iliaque spongieux. Seulement les
études concernant ces substituts restent peu nombreuses et aucun substitut ne
semble montrer une supériorité!3>, Leur préparation est parfois difficile. Ainsi
I'os spongieux iliaque reste encore a ce jour le Gold Standard pour la greffe

osseuse alvéolaire mais la recherche tend a faire évoluer ce statut.

I1.6) Technique chirurgicale

Nous ne décrirons ici que la technique chirurgicale de greffe osseuse de la
fente alvéolaire avec de l'os spongieux autologue d’origine iliaque. Cette
intervention est généralement réalisée a double équipe, un opérateur prélevant
'os spongieux iliaque pendant que I'autre prépare le site de la fente alvéolaire.
Ainsi le temps opératoire est diminué.

Le patient est sous anesthésie générale et installé en décubitus dorsal.

La créte iliaque et la téte sont champées séparément.

Prélevement de l'os spongieux iliaque

L’opérateur réalise un dessin de son incision, a environ 1 travers de doigt au-
dessus de I'épine iliaque antéro-supérieure, a 5 ans. L'incision est légerement
décalée par rapport au relief de la créte et d'une longueur de 1.5 a 2cm (Fig. 84).

Incision du tissu cutané puis sous-cutané jusqu’a I'enveloppe périostée. Une ligne
blanche se dessine entre les insertions musculaires. Celle-ci est suivie afin de
rester dans un plan de décollement le plus exsangue possible. L’hémostase se fait
pas a pas. Une fois cette enveloppe périostée ouverte, 'opérateur tombe sur le
cartilage de croissance. Celui-ci est incisé en U et soulevé a la maniere d'un capot
a charniere interne (Fig. 8B). L’os spongieux est situé immédiatement sous ce
cartilage de croissance et est prélevé a I'aide d’'une curette dont le diametre est

compris entre 4mm et 6mm (Fig. 8C). Des « boules » ou carottes d’os sont ainsi

30



prélevés comme des « boules de glace » (Fig. 9). En fonction de la curette utilisée,
I'opérateur peut prélever des échantillons allant de 2 a 6mm de diametre.
Certains opérateurs préferent utiliser des treffines afin de carotter l'os
spongieux.

Le «capot» de cartilage de croissance est ensuite repositionné et suturé au
Vicryl 3.0 (Fig. 8D). Le périoste est fermé de facon étanche au Vicyl 3.0. Puis
I'hémostase est vérifiée. Le tissu sous-cutané est suturé par points inversants de

Monocryl 4.0 et le tissu cutané par un surjet de Monocryl 5.0.

Figure 8 : Représentation per-opératoire du prélévement d’os spongieux au niveau
de la créte iliaque. (Photos C. Dissaux)
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Figure 9 : Copeaux d’os spongieux obtenus apres prélevement de la créte iliaque
chez I'enfant (Photos C. Dissaux)

Greffe osseuse alvéolaire

Dans le méme temps, le deuxieme opérateur prépare le site de la fente alvéolaire.
Apres infiltration vestibulaire supérieure et palatine a la Lidocaine adrénalinée,
les incisions sont réalisées au collet des dents, ne dépassant pas le milieu de la
couronne de l'incisive centrale médialement. Latéralement du c6té de la fente
'incision se poursuit en vestibulaire jusqu’en regard de la premiére molaire ou
une contre-incision verticale est réalisée en respectant l'orifice du canal de
Sténon. En palatin le décollement est également réalisé au collet des dents et
respectent les mémes limites latérales et médianes. Le décollement est débuté en
sous-périosté de part et d’autre de la fente. Celui-ci permet d’identifier la fente
alvéolaire et de placer correctement les incisons au niveau de la fente qui
sépareront plan palatin et plan nasal, et permettront la suture de ces deux plans
sans tension. Il faut imaginer que dans la fente alvéolaire, le plan nasal et le plan
palatin sont en continuité et forment une sorte de « cheminée » dans la fente
osseuse. Individualiser ces différents plans, reconstruire une anatomie en
replacant ces différents plans en bonne position permet de garantir une bonne
étanchéité et ainsi un meilleur résultat de greffe osseuse.

Une fois plan nasal et palatin séparés, le plan nasal est décollé en sous-périosté,
libéré puis suturé a son homologue de I'autre coté de la fente au Vicryl 4.0. Un
test d’étanchéité est réalisé en instillant dans la narine c6té fente du sérum

physiologique au moyen d’'une seringue.
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Le plan de muqueuse palatine est également fermé sans tension. Le plan de
mugqueuse vestibulaire est préparé. Une fermeture étanche sera possible grace a
la mobilisation du lambeau de muqueuse vestibulaire rendue possible par la
contre-incision postérieure verticale (lambeau de Schuckardt). On positionne
ensuite les copeaux d’os iliaque qui vont reconstituer le mur palatin, le plancher
de l'orifice pyriforme et l'arcade dentaire. C’est a ce moment-la que certains
auteurs ajoutent du PRP ou du PRF a l'os iliaque.

Le lambeau d’avancée vestibulaire est ensuite suturé sans tension afin de
garantir une couverture étanche de la greffe osseuse.

Les suites post-opératoires sont simples avec un lever des le soir méme de
I'opération ou le lendemain. Une antibiothérapie par amoxicilline-acide
clavulanique est donnée pendant 7 jours, associée a un traitement antalgique,
des soins de bouche et une alimentation mixée trois semaines.

Le quadhélix ou disjoncteur doit étre remis en post-opératoire immeédiat et

maintenu pendant une période minimale de 4 mois.

Figure 10 : Différents temps opératoires de la greffe osseuse alvéolaire (Photos C.
Dissaux)
A. Incision sulculaire (au collet des dents)
B. Contre-incision postérieure pour réaliser un lambeau d’avancée de la
muqueuse vestibulaire
Fermeture du plan nasal
Mise en place des copeaux d’os spongieux
Greffe osseuse en place avant fermeture.
Fermeture par lambeau d’avancée de muqueuse vestibulaire
Fermeture étanche en regard de la greffe osseuse

Oommmo O

33



I1.7) Facteurs d’influence mécaniques

I1.7.a) Facteurs imposés par le chirurgien : force de compaction du

greffon

Lors de la mise en place de I'os spongieux au niveau de la fente alvéolaire,
le chirurgien vient appliquer une force variable pour impacter les copeaux et les
mouler dans le volume de la fente alvéolaire. Certaines équipes n’appliquent pas
de force sur les copeaux et comblent simplement le volume de la fente alvéolaire
en les déposant. D’autres chirurgiens viennent appliquer une force afin de

compacter les copeaux dans ce volume et en mettre le plus possible.

La force appliquée sur les copeaux en peropératoire a été évaluée dans notre
étude en reproduisant I'appui réalisé en clinique contre une balance (Fig.11).
Selon l'opérateur, la force exercée peut atteindre 50N. En regle générale, la force

appliquée par le chirurgien en peropératoire est de I'ordre de 20 a 30N.

Figure 11 : reproduction et mesure de la force de compaction réalisée par le
chirurgien en peropératoire contre les copeaux d’os spongieux iliaque. Cette force
peut atteindre 50N.

D’autres forces sont appliquées a la greffe osseuse, une fois celle-ci mise en place.
Il s’agit notamment des forces appliquées par la langue, la lévre supérieure et la

force masticatoire.
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[1.7.b) Langue

La déglutition commence par augmenter la surface de contact de la langue
avec le palais d’avant en arriére. La base de langue se contracte vers le haut et
'arriere, poussant ainsi les liquides ou le bol alimentaire vers le pharynx. Ce type
de mouvement lingual vient exercer une force considérable contre le palais et

I'arcade dentairel3e.

La pression de la langue contre le palais et I'arcade dentaire est évaluée a 22 N a
chaque déglutition137-138, Une personne saine déglutit environ 500 a 2000 fois en
24h137-139. On peut observer que l'énergie mécanique conférée par la langue a
I'arcade dentaire est considérable et pourrait modeler la greffe osseuse. La force
exercée par la langue a tendance a diminuer avec I'age, mais les personnes plus

agées sont toujours capables d’exercer une force d’'intensité autour de 20N140-141,

[I.7.c) Levre

La force exercée par la levre est également a prendre en compte. Déja
Bardach des 1977142-144 puis en 1990145 avait démontré la relation entre la levre
trop courte d’'un patient opéré d’une fente et son impact négatif sur la croissance
maxillaire. Comme le muscle orbiculaire des levres a une fonction importante
lors de la parole, de 'expression faciale, de la mastication et de la déglutition, une
fonction anormale de la levre lors de ces fonctions peut entrainer une force
supplémentaire impactant sur les structures osseuses et dentaires sous-
jacentes146.147 Ravera et al.147 évalue I'activité électromyographique du muscle
orbiculaire des lévres et rapporte que ce muscle, au repos et lors de la
déglutition de la salive, présente une activité supérieure chez les patients
porteurs de fente labio-palatine comparativement aux patients contréles sans
fente. En revanche lors de la parole et de la mastication et déglutition d'une
pomme l'activité est équivalente. La force exercée par la levre participe a la
déglutition d'une facon moindre que la langue : 1a force exercée est d’environ 8 a

15N148,
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[1.7.d) Mastication

La force masticatoire ne modifie pas seulement 'occlusion dentaire mais

également la forme de l'arcade dentairel4?. Les forces masticatoires ont été

évaluées au niveau incisif et molaire par Sipert et al.150 et sont équivalentes entre

patients avec ou sans fente (Fig. 12). Les seules différences dans la population

masculine correspondent aux patients porteurs d'un traitement orthodontique.

Ces forces masticatoires, de 'ordre de 80-100N au niveau incisif peuvent ainsi

modeler I'arcade dentaire et le site de la greffe osseuse alvéolaire, méme si 'on

demande au patient de ne rien macher pendant 4 semaines chez I'’enfant et 6

semaines chez 'adulte.
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Figure 12 : Forces isométriques mesurée par gnathodynamometre d’apres Sipert et

al.’> (2009).

A. Groupe masculin : NM = Non Cleft Male subject, CM = repaired Cleft lip and

Palate male patients

B. Groupe Féminin : NF'= Non Cleft Female subject, CF= repaired Cleft lip and

Palate female patients
C.
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I.8) Géométrie singuliere

La néo-ostéogénese qui se tient lors de la greffe osseuse alvéolaire est
différente de la cicatrisation fracturaire!>! car I'os greffé est en contact avec deux
surfaces corticales et quatre surfaces muqueuses : la muqueuse vestibulaire en
avant, la gencive crestale en bas, la muqueuse palatine en arriere et la muqueuse
nasale en haut (Fig.13). Cette géométrie singuliere n’est retrouvée dans aucun
autre cas de figure en dehors de la malformation de type fente faciale. Une
simple abrasion des deux surfaces corticales (qui pourraient de plus
endommager les germes chez I'enfant) ne suffirait pas a engendrer une néo-

ostéogénese qui viendrait combler la fente alvéolaire, méme si celle-ci est de

faible volume (environ 1cms3)4 152,

NOSE

Canncellous bone
(soft)

Teeth buds

Alveolar bone
(cortical
surface)

Dental arch

Figure 13 : Représentation schématique de la greffe osseuse alvéolaire. L’o0s
spongieux est mis dans une cavité entre deux corticales, et quatre surfaces
muqueuses (muqueuse vestibulaire en avant, gencive crestale en bas, muqueuse
nasale en haut et muqueuse palatine en arriére) (Schéma C. Dissaux)
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I.9) Problématiques

Malgré sa réalisation en pratique courante depuis 30 ans, les connaissances
et la littérature restent pauvres quant aux mécanismes d’intégration de cette
greffe osseuse dans la géométrie particuliere de la fente alvéolaire et aux
facteurs pouvant influencer son résultat.

Différentes problématiques sont soulevées: I'age de réalisation de la greffe, le
mécanisme  d’intégration de cette greffe (ostéoconduction et/ou
ostéointégration, origine des ostéoblastes retrouvés sur site, role et mécanisme
de la néoangiogénese, influences du périoste et des forces mécaniques

appliquées au greffon).

[1.9.a) Age de la réalisation de la greffe

L’age de réalisation de la greffe et son historique ont été abordés
précédemment. Les auteurs ont réalisé dans un travail préliminaire une étude
comparant des enfants porteurs de fentes greffés a 5 ans et des enfants greffés a
10 ans?>2, Une étude sur 28 patients consécutifs a été réalisée a I'aide d’'une
évaluation par CBCT en pré-opératoire et a 6 mois post-opératoire. Le coefficient
de greffe osseuse résiduelle a été calculée (volume de la greffe osseuse sur CBCT
a 6M post-opératoire/ Volume de la fente alvéolaire). L’échantillon était
uniforme entre les deux groupes. Le coefficient de greffe osseuse résiduelle était
supérieur dans le groupe greffé a 5 ans par rapport au groupe greffé a 10 ans
(respectivement 63.3% versus 46.2%, p=0.012). En prétant attention aux
résultats (Fig.14), les auteurs relévent que pour la majorité des enfants greffés a
5 ans, plus de 50% du volume de la fente alvéolaire a été comblé, contrairement
aux enfants greffés a 10 ans. Cette étude a une limite car elle n’a été réalisée que
sur les premiers cas de greffe osseuse a 5 ans dans le département de chirurgie
maxillo-faciale et plastique de Strasbourg. Une étude réalisée alors que les
opérateurs auraient une expérience plus importante serait nécessaire et

apporterait peut-étre encore un résultat encore plus marqué.
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Le meilleur résultat a 5 ans souleve notamment la question du réle du périoste

dans la réussite de cette greffe osseuse alvéolaire.

GroupA (5y.) Group B (10y.)
100 100
90 90
80 - 80
70— — — —— e 70 —

60
50
40
30
20

Residual BG coeff

Figure 14 : Résultats du coefficient de greffe osseuse résiduelle a 6 mois selon
I'étude de Dissaux et al.1%?

[1.9.b) Role du périoste

Le périoste tapisse la face profonde des muqueuses vestibulaire et
palatine. Son role a déja été largement démontré dans la cicatrisation fracturaire
chez l'enfant!>3154 Méme si l'intégration de la greffe osseuse alvéolaire est
différente de la cicatrisation fracturaire, on ne peut méconnaitre le role du
périoste qui, bien qu’il ne suffise pas a lui seul de combler le volume de la fente
alvéolaire (échec des gingivopériostoplasties seules?6-28) , joue un role important,
pouvant notamment partiellement expliquer qu’'une greffe osseuse secondaire
pendant I'enfance apporte en général de bien meilleurs résultats qu'une greffe

osseuse dite tertiaire a 'age adulte2029.4546,
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[1.9.c) Composition du site greffé in fine

Le mécanisme d’intégration de la greffe osseuse alvéolaire d’origine
autologue est peu connu. S’agit-il d’'une ostéo-intégration de I'os apporté et ainsi
retrouve-t-on des cellules du site donneur au niveau du site receveur et dans
quelle proportion ? Ou s’agit-il d’'un processus d’ostéoconduction et les cellules
du site donneur ne serviraient qu’a engendrer un processus d’appel cellulaire et
de néo-ostéogénese ? S’agit-il encore d'une combinaison de ces deux mécanismes
et dans ce cas dans quelles proportions pour I'un et I'autre ?

La géométrie particuliere de cette greffe réalise deux interfaces os cortical du
site receveur/ os spongieux du site donneur. Quels mécanismes se déroulent au
niveau de cette interface pour qu'in fine, si le chirurgien doit retourner plusieurs
mois plus tard sur le site, aucune différence ne soit identifiable entre os greffé et
os alvéolaire des bords de fente (Fig.15) ? lino et al.155 chez '’humain et Marx et
al.156 chez le chien rapportent d’ailleurs que 1'os greffé est macroscopiquement et
histologiquement (Fig.16) identique a I'os alvéolaire adjacent. Il s’agit alors d'une

structure osseuse trabéculaire bien minéralisée.

Figure 15 : Image peropératoire 6 mois apres réalisation d’une greffe osseuse lors
d’une reprise de cheilorhinoplastie compleéte. Aucune différence n’est identifiable
entre os greffé et os alvéolaire des bords de fente (Photo A. Picard)
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Figure 16 : Image histologique a 10 mois post-greffe osseuse alvéolaire chez un
humain de 21 ans. Une structure normale d’os trabéculaire bien minéralisé avec
des ostéocytes viables au niveau des lacunes, est observable.

[1.9.d) Néoangiogénese

L’apport vasculaire de la greffe osseuse alvéolaire n’a réellement jamais
été étudié dans la littérature. On peut supposer qu'une grande partie provient du
périoste mais le mécanisme propre de néoangiogénese sur le site de greffe reste

inconnu.

[1.9.e) Géométrie idéale du greffon

De nombreux auteurs!57’-160 ont décrit différentes techniques de

prélévement d’os autologue, en réalisant des carottes, des copeaux de plus ou

moins grande taille. Existe-t-il une facon de prélever et de préparer le greffon qui

soit préférable a une autre ?
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[1.9.f) Influence des facteurs mécaniques appliqués au greffon et volume

du greffon

Lors de la mise en place de I'os spongieux au niveau de la fente alvéolaire,
le chirurgien vient appliquer une force variable pour impacter les copeaux et les
mouler dans le volume de la fente alvéolaire. Certains chirurgiens viennent juste
déposer les copeaux sans appliquer de force, d’autres en mettent un maximum.
L’application d’'une force de compaction pendant quelques secondes au moment
de la mise en place de la greffe osseuse est-elle néfaste pour I'intégration de cette
greffe ou au contraire permet-elle de stimuler 'ostéogénese ?

Outre le fait de mettre une masse supérieure d’os dans la fente, les conséquences
de I'application propre d’une force de compaction a un temps «t» méritent

d’étre élucidées.

[1.9.g) Volume de greffe nécessaire

Le volume de greffe nécessaire est facile a calculer sur une imagerie
tridimensionnelle préopératoire mais le volume réellement greffé et la masse
d’os mise en place sont tres variables. Par exemple Xiao et al.l1® rapportent
mettre entre 2 et 6cm3 d’os. Cette marge est trés importante et on peut
comprendre aisément que le résultat peut par conséquence varier
considérablement. Faut-il mettre une quantité maximale d’os dans la fente en
appliquant une force de compaction majeure ou non? Une revascularisation

d’une greffe trop compacte est-elle encore possible ?

[1.9.h) Influence de la muqueuse nasale

Un dernier point particulier relatif a cette greffe réside dans le fait que
son « toit » est constitué de muqueuse nasale. Cette étude portera également une

attention particuliere aux constituants de cette muqueuse ainsi qu’a leur roéle

dans le mécanisme d’'intégration de la greffe osseuse alvéolaire.
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L’ensemble de ces problématiques sont a étudier lors d’études cliniques
mais également d'études fondamentales, afin de mieux comprendre le
meécanisme d’intégration de la greffe osseuse alvéolaire a partir d’os autologue et

de pouvoir ainsi la mimer avec de nouveaux substituts osseux adaptés.
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Chapitre 3 : Os spongieux

II1.1) Anatomie et contenu histologique (Fig.17)

L’os spongieux est un os trabéculaire. Le tissu osseux trabéculaire est un
milieu géométrique complexe. Il est constitué de travées en forme de plaques
reliées entre elles et entourées par du tissu adipeux et hématopoiétique
richement vascularisé. Les travées forment ainsi un réseau tridimensionnel dont

'orientation est ajustée par les sollicitations mécaniques.

L’os trabéculaire est ainsi composé de deux phases, une phase solide

représentée par les travées osseuses et un fluide interstitiel visqueux.

Travées osseuses

Les travées osseuses sont constituées de fibres de collagéne qui ont la
méme direction mais qui ne sont pas organisées sous forme de cylindre. Ces
travées forment un treillis irrégulier. Elles font de 0.1 a 0.5mm d’épaisseur et
leur direction varie en fonction de la contrainte mécanique. Les travées osseuses
sont recouvertes d'une couche de collagéne non minéralisée ou des ostéoblastes
actifs ou quiescents ont pris placel®l. L’espace entre les travées est variable en
taille et est constitué ainsi de petites cavités remplies de moelle osseuse
principalement, et contenant des cellules souches mésenchymateuses

pluripotentes.

Fluide interstitiel

Les travées osseuses sont immergées dans un fluide visqueux, la moelle
osseuse, qui est un mélange de sang, de graisse et de collagéne. La moelle est un
réservoir de nutriments et de calcium. Le renouvellement de I'os trabéculaire est
plus rapide que celui de 'os cortical, ce qui lui confere un role majeur dans

I’équilibre phosphocalcique.
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Analyse microscopique (Fig. 17B)

Composé d'une phase organique (principalement formée de Collagene I)
et d'une phase minérale (cristaux d’hydroxyapatite de calcium), le tissu osseux
trabéculaire comporte également des cellules: ostéoblaste, ostéoclaste,

ostéocyte et cellule bordante.

L'ostéoclaste mature est une cellule géante multinucléée (100 um de diametre en
moyenne). Elle est caractérisée par sa capacité a résorber la matrice osseuse
minéralisée. Les ostéoblastes matures sont des cellules cuboidales mononucléées
de 20 pm de diametre, alignées et attachées sur la matrice osseuse et
caractérisées par une activité phosphatase alcaline importante. Leur fonction
principale est de synthétiser la matrice osseuse et de participer a sa

minéralisation.

Un dixiéme environ des ostéoblastes matures se retrouvent "emmurés” dans la
matrice minéralisée, au sein de logettes appelées ostéoplastes, et deviennent
alors des ostéocytes. L'ostéocyte est une cellule étoilée possédant de tres
nombreux prolongements cytoplasmiques qui cheminent, au-dela de
l'ostéoplaste, a travers un réseau de canalicules creusés dans la matrice osseuse
et baignés de liquide extracellulaire. Ce réseau permet de relier les ostéocytes
entre eux et aux cellules de la surface (ostéoblastes et cellules bordantes),
assurant ainsi la transmission de diverses informations chimiques (ions,
hormones) et mécaniques (mouvement de fluides) par le biais de jonctions
communicantes intercellulaires. De ce fait, les ostéocytes sont de bons candidats
au role de “mécanosenseur” comme nous le verrons plus loin. Ces cellules sont
également capables de synthétiser certaines molécules notamment en réponse a
un stimulus mécanique et de jouer un réle dans les échanges calciques entre le

tissu osseux et le sang.

Les cellules bordantes sont des ostéoblastes s’étant progressivement aplatis
pour former une couche cellulaire attachée et alignée le long de surfaces
osseuses dites inactives. Unies entre elles et aux ostéocytes, elles participent au
réseau de communications inter-cellulaires. Les cellules bordantes sont

également une source de cellules ostéoblastiques de réserve capables de se
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transformer en cellules ostéogéniques sous l'action de certains stimuli comme la
parathormone (PTH). Enfin, elles pourraient jouer un réle déterminant dans la
modulation de 1'activité ostéoclastique en libérant lors de l'activation d'un cycle
de remodelage des substances chimiotactiques reconnues par les précurseurs

ostéoclastiques.

Osteoblastes

Osteocyte Osteoclaste
’ :\““olo-a?té‘-’\
pal2 L/ QK

Espaces contenantia
moelle osseuse

Trabecula interstitielles
a

Figure 17 : Os spongieux, os trabéculaire (Dessin C. Dissaux)

A. Vue macroscopique
B. Vue microscopique

II1.2) Localisations

L’os trabéculaire constitue la plus grande partie du tissu osseux des os courts,
plats et de formes irrégulieres, ainsi que la plus grande partie des corps
vertébraux et des épiphyses des os longs. Il participe ainsi a la résistance aux

contraintes mécaniques, notamment en compression.

II1.3) Remodelage de I'os trabéculaire

Malgré une apparente «immobilité», le tissu osseux dans son
environnement physiologique est en perpétuel renouvellement sous I'influence

de facteurs biologiques et mécaniques!®2. Il s’agit du remodelage osseux.
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Le remodelage osseux accomplit trois fonctions principales: 'homéostasie du
calcium et du phosphate, 'adaptation du squelette a son environnement

meécanique et la réparation d’éventuels dommages osseux.

Le remodelage osseux est le résultat de I'activité de multiples équipes cellulaires
appelées BMU (Basal Multicellular Unit). Dans I'os trabéculaire, les BMU sont
ouvertes sur la moelle. Le taux de naissance des BMU est plus important que
dans 'os cortical ; ainsi I'os trabéculaire se renouvelle, chez '’humain, 5 a 8 fois
plus vite que l'os cortical. Dans un BMU, le remodelage commence par une
activation des cellules bordantes qui recouvrent une surface osseuse inactive.
Ces cellules, tout en se rétractant, dégradent la couche collagénique sous-jacente
et attirent par chimiotactisme les pré-ostéoclastes sur la zone osseuse ainsi
exposée : c’'est la phase d’ « activation ». Ces pré-ostéoclastes fusionnent pour
devenir des ostéoclastes actifs et adhérents a la surface osseuse : c’est la phase
de « résorption » du minéral osseux et de la matrice organique. La phase d’
« inversion » correspond au remplacement des ostéoclastes par des cellules
mononuclées de type macrophagiques. Elles seraient responsables de la
préparation au comblement de la lacune avec notamment le dépot de la ligne
cémentante au fond de celle-ci. Puis survient le recrutement des ostéoblastes
dans cette lacune qu’ils comblent en apposant une nouvelle matrice organique, le
tissu ostéoide, qui sera ensuite minéralisé: c’est la phase de « formation ». Vient
enfin une phase de « quiescence » pendant laquelle la minéralisation secondaire

de la matrice est achevée.

I11.4) Propriétés mécaniques

La structure méme de l'os spongieux ou os trabéculaire ainsi que la
dimension variable de ses trabécules rendent tres difficiles les mesures de ses
propriétés mécaniques. Les propriétés élastiques (Module d’Young) en
compression de I'os trabéculaire ont été recensées par Goldstein1é3. Le tableau 4
résume ses résultats et montre qu'’il existe une trés grande variabilité du module
d’Young de l'os spongieux. Il existe un lien direct entre les caractéristiques

mécaniques de 'os et la zone de prélevement de I’échantillon testé, ce qui est
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assez naturel pour un milieu fortement hétérogene a plusieurs échelles. De plus
I'os trabéculaire est anisotrope. Par exemple la résistance a la pression est
maximale suivant I'axe vertical des travées dans les vertebres lombaires et
parallele aux systemes trabéculaires au niveau du col fémoral.

Comme pour la plupart des matériaux poreux, plusieurs études64166 ont
montré qu’il existait un lien entre la densité osseuse et le module d’Young. Ce
lien est généralisé a I'ensemble des propriétés mécaniques dans les modeles
continus qui prennent en compte la densité locale comme une variable, fonction
du remodelage osseux.

Composé d'une phase solide (travées osseuses) et d'une phase liquide
(moelle osseuse), l'os trabéculaire présente en outre un comportement
viscoélastique. Ainsi lors qu’'une contrainte est appliquée, la fonction de

relaxation est dépendante du niveau de la déformation.

Os iliaque Struhl et al. (167) cubes 6-8mm 5-282

Os fémoral (Partie proximale) Schoenfeld et al. (168) Cubes 8mm 20.68-965

Brown et Ferguson (169) Cubes 5mm 344.7 (moyenne)

Ciarelli et al. (170) Cubes 8mm 49-572

Os fémoral (partie distale) Ciarelli et al. (170) Cubes 8mm 7.6-2942
Os tibial (Partie proximale) William et Lewis (171) Cubes 5-6mm 10-500
Ciarelli et al. (170) Cubes 8mm 5-552
Corps vertébral Struhl et al. (167) cubes 6-8mm 10-428
Keller et al. (172) cubes 10mm 15-30

Tableau 4 : Caractéristiques élastiques en compression de l'os trabéculaire humain
selon la revue de la littérature de Goldstein et al.163
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II1.5) Ostéointégration de la greffe d’os spongieux

Historiquement la premiere greffe d’os spongieux chez I'humain a été
réalisée en 1820 par Phillips von Walter afin de reconstruire une partie du crane.
L’utilisation de la greffe osseuse s’est indéniablement développée au cours de ces
deux derniers siécles et constitue aujourd’hui une intervention chirurgicale
«clé». Malgré son utilisation dans notre pratique clinique quotidienne, la
biologie et les mécanismes d’intégration de cette greffe restent peu connus. La
greffe osseuse procure la fraction minérale, la fraction organique et les signaux
morphogenes essentiels a 'ostéogénesel’3. La greffe d’os spongieux constitue un
matériel biocompatible, ostéogénique, ostéoinducteur et ostéoconducteur.
Comme «aucune greffe n’est une ile » (« no graft is an island », Carmeliet!74,
2005), I'avantage majeur de la greffe d’os spongieux est sa revascularisation
rapide, grace a sa structure trabéculaire la rendant poreusel’>. Un autre

avantage de l'os spongieux réside dans sa capacité d’adaptation a son site

receveurl7’e,

Canady!’’ en 1993 suppose que seulement 10% des cellules apportées par la
greffe osseuse survivraient apres transplantation. D’apres Acocellal’8, un
ostéocyte ne peut survivre s’il se situe a plus de 0.1mm d’un vaisseau. Yano!’? a
découvert dans son étude sur des lapins que la formation osseuse avait été
observée trois semaines apres lallogreffe d'os spongieux (60.2% d’os
nouvellement formé) et que l'os fibreux avait subi un remodelage en structure
trabéculaire mature a 8 semaines (93% d’os nouvellement formé). Frost18? dans
son étude sur les singes, étudie la reconstitution d'une perte de substance
maxillaire quasi complete avec de l'allogreffe spongieuse lyophilisée. La
revascularisation autour des marges de la greffe est observée dés la deuxieme
semaine, augmente jusqu’a la huitieme semaine et des signes
d’hypervascularisation persistent a 6 mois. Lors d'études chez I'homme, la
revascularisation compléte d'un greffon d’os spongieux prend au moins 4 mois et

sa transformation en os trabéculaire 8 mois.

Laird®! pense également qu’'une greffe osseuse va majoritairement se résorber
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et étre remplacée par de l'os néoformé. Helms!82 réalisa une revue de la
littérature sur le processus d’intégration de la greffe osseuse apres implantation.
Il rapporte que plusieurs études décrivent que les cellules greffées deviennent
des cellules ostéoblastiques ou sécretent des facteurs induisant une néo-
ostéogénese. Plutot que d’étre directement responsables de la production de la
matrice osseuse, ces cellules, via la sécrétion de signaux, joueraient un réle de
recruteurs aupres d’autres cellules afin de les attirer sur le site de greffe. Si 'on
suit la pensée de ces différents auteurs, il est généralement admis qu'un
maximum d’os spongieux doit étre placé au niveau du site receveur afin
d’apporter la plus grande quantité de cellules ostéogéniques viables. Mais plus
I'on place d’os dans le site receveur, plus la densité osseuse sera importante et la
greffe d’'os pourrait alors devenir imperméable a la vascularisation. Le taux
exact de cellules viables, tout comme la densité osseuse la plus appropriée n’est
pas connue et la littérature reste muette a ce sujet. De plus mettre le plus d’os
spongieux possible au niveau du site receveur implique I'application d’une force
de compaction lors de la mise en place de cet os. La littérature est également tres
pauvre quant a la force la plus adaptée a appliquer et/ou quant aux
conséquences de I'application d'une telle force sur la population cellulaire de la
greffe. Seul Albertet al.183 en 2008 étudia l'influence de la force de compaction
sur la structure de la greffe osseuse en comparant différentes intensités et temps
d’application de cette force. Il conclut que 'on obtient une meilleure densité
osseuse avec des cycles de 20 impactions en 90 secondes mais il ne compare pas

les résultats du greffon ainsi compacté in vivo apres plusieurs semaines.

Il parait donc manifeste que le processus d’'intégration de la greffe osseuse n’est
pas clair. Est-il comparable au processus de cicatrisation fracturaire avec des
phases inflammatoire, de réparation et de remodelage ? Quel est I'impact de la
force de compaction appliquée lors de la mise en place du greffon sur la densité
osseuse, la porosité osseuse, la viabilité cellulaire, la capacité sécrétoire des
cellules et sur le résultat de la greffe ? Quels pourraient étre les interactions
entre les forces locorégionales (levre, langue, mastication) et le greffon aprés sa

mise en place ?
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Chapitre 4 : Influences mécaniques sur I’'ostéogénese68

IV.1) Historique et exemples

L’'influence des stimuli mécaniques sur la structure de l'os a depuis
longtemps été un sujet d’intérét scientifique. Déja au 19¢ siecle, Von Meyer!84
(1867) et Culmannl8> (1866) ont été les premiers a identifier les forces

meécaniques comme responsables du remodelage du squelette.

Von Meyer identifia un réseau trabéculaire vouté dans une section sagittale
de premier métatarse humain. Culmann suggéra que les réseaux de trabécules
semblaient alignés selon les principales directions de contrainte générées par
une charge fonctionnelle!86. Puis Julius Wolff187 en 1892 décrivit pour la
premiere fois I'impact des forces mécaniques externes sur le développement des
os. Il affirma que la forme de l'os était directement liée aux contraintes
meécaniques selon la loi de transformation osseuse de Wolff (Wolff’s law of bone
transformation). Plus tard Illizarov!®® en 1989 développa le principe de
distraction osseuse au niveau des membres. Il fut suivi par McCarthy!8° en 1992
qui étendit ce principe a la sphere craniofaciale.

D’autres exemples peuvent démontrer l'influence des contraintes mécaniques
sur I'os, comme la pose d’'implants1?0.191 I'orthopédie dento-faciale utilisant des
appareils orthodontiques!®? ou des ancrages osseux'?3 ou encore des stimuli
physiologiques comme la langue dans les séquences de Pierre-Robin!* ou

I’environnement masticatoire.

ATinverse, il a également été démontré que les états passifs du squelette,
dus a l'apesanteur, a I'immobilisation fonctionnelle ou a l'alitement prolongé
entraineraient une diminution de la formation et de la minéralisation osseuses,
ainsi qu’une réduction de la synthese protéiquel®>. Des interprétations récentes
de la loi de Wolff suggérent que la masse et l'architecture osseuses sont
gouvernées par des mécanismes d’adaptation sensibles a l’environnement

mécaniquel?6197, De nos jours de plus en plus d’études ont été réalisées dans le
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but de démontrer que les forces appliquées a l'os ou aux cellules
ostéoprogénitrices améliorent la formation osseuse. L'ere de Ia
mécanotransduction a ainsi débuté et nous sommes encore loin d’en avoir

élucidé tous les pans.

IV.2) Mécanotransduction

VI.2.a) Définition

Pour répondre aux exigences fonctionnelles de son environnement
meécanique, la masse et la géométrie de I'os sont physiquement remodelées de
maniere dynamique (loi de Wolff). La théorie du mécanostat (Frost198199) est un
raffinement de la loi de Wolff et propose que I'os s’adapte, de maniere a pouvoir
fonctionner mécaniquement selon les besoins, en détectant et répondant aux
contraintes mécaniques. La mécanotransduction est le processus par lequel des
forces physiques sont converties en signaux biochimiques, qui sont ensuite
intégrés a la réponse cellulaire200-202, En d’autres termes, elle permet a une

cellule de recevoir une information mécanique et d’offrir une réponse adaptée.

VI.2.b) Mécanismes et voies de la mécanotransduction

Nous commencons seulement a comprendre comme les cellules osseuses
percoivent leur environnement mécanique, comment ces signaux se traduisent
en une cascade d’événements biochimiques au sein de la cellule et modifient

I'expression génique ou le recrutement d’autres cellules.

L’hypothese la plus largement répandue suggere que l'ostéocyte est la
cellule responsable de la « mécanosensation »203. Cette hypothese est corroborée
par la découverte que l'ablation ciblée d'ostéocytes chez la souris entraine une
mécanotransduction défectueuse et un os fragile avec un dysfonctionnement

ostéoblastique2%4. Les ostéocytes constituent la majorité des cellules du tissu
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osseux et sont appelés «cellules capteurs» (sensor cells), alors que les
ostéoblastes et les ostéoclastes sont des «cellules effectrices» (effector cells)?95.
Leur emplacement anatomique spécifique, enchassés dans une lacune appelée
ostéoplaste, leur permet de «ressentir» et détecter les contraintes
physiologiques. Lorsque l'on considere les signaux d’origine mécanique,
plusieurs niveaux d’étude sont a considérer. Une charge en compression de I'os
résulte macroscopiquement en des contraintes non uniformes qui se traduisent
par de petites déformations au sein de la matrice calcifiée. L’association des
différences de volume et de pression au sein du réseau canaliculaire va entrainer
un flux de fluide interstitiel, qui impose des contraintes de cisaillement aux
ostéocytes. Si I'on se place au niveau cellulaire, cette conversion de force en
contrainte de cisaillement amplifie le stimulus regu par les cellules2%¢ et les
ostéocytes traduisent ces signaux par différentes voies: intégrines, canaux
ioniques, déformation de la membrane cellulaire, modification de 1'oxygénation

cellulaire, modification du systeme ciliaire.

Ainsi, la mécanotransduction a été explorée a partir d'une
approche macro- ou microscopique conduisant a deux théories principales : la
théorie de la Tenségrité (Tensegrity) et celle des méchanosomes. Donald Ingber
207 fut le premier a décrire le concept de « Tenségrité ». Cette théorie tend a
expliquer comment une contrainte mécanique au niveau macroscopique peut
influencer la structure moléculaire et la fonction des cellules vivantes. Dans ce
concept, on pense que la cellule entiere, et pas seulement les molécules de
mécanotransduction spécialisées, sert de mecanotransducteur. Le cytosquelette,
qui a la capacité de stocker I'énergie a I’équilibre entre les forces de traction et de
compression, est au cceur de cette théorie. Ainsi il intégre les signaux locaux et
I'énergie stockée, avec l'ensemble des autres stimuli mécaniques de
I'environnement, avant de déclencher une réponse cellulaire spécifique. Les
cellules et lI'environnement sont étroitement liés par lintermédiaire des
complexes d’adhésion focale qui ancrent la cellule a la membrane extracellulaire.
Ces complexes, comme les intégrines, fonctionnement comme des «ancres »

pour le cytosquelette.
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La théorie des mécanosomes a été proposée par Palvalko?%8 et considere la
mécanotransduction au niveau moléculaire. Dans cette théorie, la mise en charge
de I'os entraine une déformation a la surface de la cellule, ce qui conduit a une
modification de la conformation des protéines membranaires. Certaines de ces
protéines membranaires sont liées a un mécanisme de signalisation
intracellulaire qui va libérer des complexes protéiques, appelés mécanosomes.
Ces-derniers transportent I'information mécanique jusqu’au noyau cellulaire. De
cette facon, appliquer une force sur l'os aura une action directe au niveau
génique : « bending bone ultimately bends genes » (Pavalko et al?%).

Ces deux approches coexistent et different seulement par rapport au niveau

d’étude considéré.

Les voies de la mécanotransduction ont fait l'objet de multiples
recherches depuis ces dix dernieres années. Premierement, la cellule « détecte »
le stimulus mécanique via des complexes d'adhésion focaux comme les
intégrines, via des canaux ioniques, via la déformation cellulaire ou la
modification de son oxygénation, ou encore via des récepteurs a différentes
cytokines. Apres la détection de ce stimulus mécanique, différentes voies
peuvent étre impliquées pour que le signal soit transmis au noyau et que la
cellule réponde en produisant différentes molécules. La littérature concernant
ces voies traduisant un stimulus mécanique en signal biochimique, n’est pas

claire : plusieurs possibilités ont été décrites et sont probablement toutes liées.

Tout d’abord les intégrines semblent jouer un rdle majeur dans la
mécanotransduction en donnant a la cellule la capacité d'interagir avec son
environnement2%9, Elles induisent une phosphorylation accrue des protéines a
ancrage cytosquelettique comme la MAPK (mitogen-activated protein kinase).

D’autres récepteurs majeurs sont les canaux calciques?!?, L'une des premieéres
réponses au flux de fluide interstitiel déclenché par le stimulus mécanique est
I’échange de calcium entre milieux intra- et extracellulaires. Cet échange stimule
les voies de signalisation en aval en entrainant la libération d’oxyde nitrique
(NO) et de prostaglandine E2 (PGE2)211. NO et PGE2 sont considérés comme de

puissants régulateurs anaboliques de la croissance osseuse. L'inhibition de NO
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ou de PGE2 supprime la réponse ostéogénique a la stimulation mécanique?12213,
NO stimule la formation osseuse en inhibant la formation d'ostéoclastes et
accroit la sécrétion de PGE221*. PGE2 semble recruter et favoriser la
différenciation des précurseurs ostéoblastiques?15216, Van Griensven a
également montré qu'une contrainte mécanique longitudinale cyclique induisait
la sécrétion de NO.

De nombreux auteurs insistent également sur le rdle joué par les protéines
morphogéniques osseuses (BMP), en particulier les protéines BMP-2 et BMP-4
218, Les stimuli mécaniques augmentent l'expression des BMP-2 et 4 par les
cellules ostéoblastiques?1® et par les cellules stromales de la moelle osseuse
(BMSC(C)?20.221 Les protéines morphogéniques osseuses appartiennent a la famille
des facteurs de croissance TGFf (Transforming Growth Factor-beta). 1l existe 25
types de BMP. Les études sur la mécanotransduction ne rapportent que le role
de BMP-2 et 4. Leur action est essentielle sur la prolifération et la différenciation
des cellules de la lignée ostéoblastique?22.

Tout d’abord, ils se lient aux récepteurs de la Ser-Thr kinase223. Cette liaison
conduit a la phosphorylation de SMAD1 et / ou SMAD 5 (facteurs de
transcription) et a l'activation des genes cibles impliqués dans la formation
osseuse??%, La régulation positive de BMP-2 entraine également l'acétylation de
RUNX2, conduisant a une augmentation de son activité transcriptionnelle et une
inhibition de sa dégradation?25.

L'expression de RUNX2 représente un biomarqueur moléculaire signalant la
différenciation des cellules pré-ostéoblastiques le long de la lignée
ostéoblastique. RUNX2 continue ensuite de moduler la formation osseuse en
régulant l'activité des ostéoblastes différenciés?26. RUNX2 et SMADs sont
essentiels a la synthese de protéines importantes lors de 1'ostéogenese telles que
'ostéopontine, I'ostéocalcine, le collagene 1 ou la phosphatase alcaline Akp2. De
plus, les BMPs activent d'autres voies, telles que les voies MAPK et Akt/PKB. Les
stimuli mécaniques potentialisent I'effet des BMP221.223 | mais une question est
alors soulevée: est-ce seulement par l'augmentation de son expression ou
utilisent-ils les mémes voies intracellulaires? Ou est-ce par d'autres
mécanismes ? C’est probablement une combinaison de plusieurs mécanismes et

voies. D’autres recherches et des progres techniques seraient nécessaires pour
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réellement connaitre cette interaction.

D'autres voies de mécanotransduction ont été reconnues. Certaines d’entre elles
sont médiées via des intégrines ou des canaux ioniques, mais I'ensemble de la
cascade depuis le stimulus mécanique jusqu’a la réponse cellulaire n’est pas clair.
D’autres montrent la participation de l'adénosine-mono-phosphate cyclique
(cyclic adenosine-mono-phosphate-AMPc), la guanosine-mono-phosphate
cyclique (cyclic guanosine-mono-phosphate- cGMP)227, la proteine cfos?28,
I'inositol triphosphate (IP3)229, RhoA et ROCKII?30. Il a également été démontré
que la compression dynamique régulait a la hausse SOX-9 et TGF-1231 .

Ivanosvska?3? fait également état du role de LINC (linker of nucleus and
cytoskeleton complex), une protéine qui joue un role dans la transduction du

signal mécanique vers le noyau.

Cette liste des différentes voies de la mécanotransduction n’est probablement
pas exhaustive et d’autres seront encore bient6t découvertes. Elle montre
seulement la complexité de la réponse cellulaire a la stimulation mécanique et la
difficulté de sa compléte compréhension. Comme le disaient Duncan et Turner196

en 1995, il n’y a pas une voie « unique » de la mécanotransduction.

Les genes cibles de la mécanotransduction sont également nombreux et ne sont
pas réellement bien décrits dans la littérature a I'exception du geéne cible des

BMP : 1d1223,

Ces différentes voies conduisent a la synthese de protéines, marqueurs des
stades de différenciation des cellules ostéoblastiques (Tableau 5). Dans 1'ordre
chronologique?33, sont exprimées la phosphatase alcaline?34, le collagene 123>,
l'ostéocalcine?34236, I'ostéonectine, 'ostéopontine??’, et la sialoprotéine osseuse

(BSP).
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Geénes
marqueurs Phosphatase alcaline Porteur potentiel de Calcium,
inhibiteur d'hydrolyse des dépdts
minéraux tels que les
pyrophophatases
Collagéne Type I Sert de matrice a la minéralisation
Bone sialoprotein BSP Nucléateur de minéralisation
Ostéopontine Inhibe la minéralisation et favorise la
résorption osseuse
Ostéonectine Inhibe la minéralisation
Ostéocalcine Modere le dépo6t d’hydroxyapatite de
Calcium
Geénes régulateurs
Facteurs de RunX2 Requis lors de la différenciation
transcription ostéoblastique
Twist Régulation positive de la
différenciation ostéoblastique
Msx2 Inhibe la différenciation
ostéoblastique
Facteurs de FGF / FGF R Stimule la prolifération et la
croissance / différenciation cellulaire
récepteurs TGF / TGFR Module le remodelage osseux
BMP/ BMP Recpetor Accroit I'expression de Cbfal/Runx2
et stimule la différenciation
ostéoblastique
IGF Stimule la prolifération et la
différenciation cellulaire, ainsi que la
production de la matrice
PDGF Recrute des cellules
ostéoprogénitrices

Tableau 5 : Tableau résumant les différents marqueurs de la différenciation
ostéoblastique et les différents génes impliqués dans la formation osseuse

Les stimuli mécaniques peuvent influencer la réponse cellulaire mais il
est important de comprendre que la cellule n’est pas une entité isolée. Elle
appartient a une matrice et interagit avec elle via des «gap-junctions »
(cadhérines). Meyer?38 insiste sur l'importance de considérer Ia
mécanotransduction au niveau tissulaire. La sensibilité de la réponse du réseau
ostéoblastique s’avere beaucoup plus grande lorsque les cellules font partie d'un
tissu que lorsqu’elles sont évaluées comme une seule entité.

Le tissu osseux intégre et amplifie un signal physique complexe, tel qu'une
contrainte mécanique ou un écoulement de fluide interstitiel, en transmettant le

signal depuis les cellules « détecteurs de signal » jusqu’au cellules effectrices
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responsables de la réponse cellulaire. Les cellules osseuses sont couplées
fonctionnellement par des « gap-junctions ».

Les stimuli mécaniques exercent leur effet non seulement sur les cellules
osseuses, mais également sur la microarchitecture du collagene et Ia
minéralisation de la matrice?39. Les protéines de collagéne sont des protéines
dites « stress-carrying », car elles sont sensibles a I'application de contraintes
mécaniques. De faibles contraintes entrainent un «lissage » des fibres de
collageéne, alors que des contraintes plus fortes causeraient un glissement
moléculaire au sein de la fibre de collagene, résultant en une désorganisation de

la structure fibrillaire et empécheraient ainsi la formation de tissu dur.

En résumé, un stimulus mécanique entraine la production de tissu osseux
grace a larchitecture de la cellule et son organisation intracellulaire
(cytosquelette, membrane cellulaire et ses composants, molécules
intracellulaires, multiples voies de signalisation), incluse dans un tissu entier,
contenant des cellules progénitrices et effectrices avec lesquelles la cellule
sensitive interagit, et dont la dureté et les composants (cytokines, protéines)

joueront un réle direct sur la sensibilité de cette cellule a la contrainte appliquée.

IV.3) Controverses et facteurs d’'influence

Outre I’étude des différentes voies, d’autres auteurs se sont penchés sur
les facteurs pouvant influencer la mécanotransduction, comme I'age, le genre, la
géométrie cellulaire, la nature de la matrice, ou encore la nature, I'intensité, la

durée ou la fréquence d’application d’'un stimulus mécanique...

L'age peut affecter le processus de mécanotransduction. Turner?40
compare la formation osseuse induite mécaniquement chez des rats agés de 9 et
19 mois. Les rats agés de 19 mois présentent 16 fois moins de formation osseuse
que les plus jeunes. Nichols2?4! souléve la question d’«une fenétre d’opportunité »
durant le développement du pic de masse osseuse, dans laquelle 'os est

particulierement sensible a I'activité physique en appui. De plus, le taux de
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remodelage augmente avec le vieillissement et l'index de masse osseuse
diminue, entrainant une prédisposition fracturaire pour une stimulation
meécanique de faible intensité comme un traumatisme minime?42,

Le sexe affecte également la mécanotransduction osseuse. Robling?43, en
étudiant la génétique de la mécanotransduction, n'a pas pu identifier de genes
régulateurs précis. 11 conclut que la régulation génétique de Ila
meécanotransduction était un processus complexe impliquant un grand nombre
de genes, mais il mit tout de méme en évidence une relation avec le sexe. Il
rapporta que toutes les souris males présentaient une réponse a la stimulation
meécanique significativement réduite comparées avec le groupe contrdle, mais
que la méme comparaison réalisée avec les souris femelles ne montrait pas de
différence par rapport aux témoins243. De plus les hommes souffrent d'une perte
de masse osseuse plus importante tant au niveau cortical que trabéculaire par
rapport aux femmes quand ils sont sujets a une mise en décharge des
membres?44. De telles variations dépendantes de I'age ou du sexe peuvent étre
dues aux différences d’efficacité des mécanorécepteurs et de la production et/ou

de la signalisation d’hormones sexuelles respectivement.

La littérature concernant la mécanotransduction est riche et plusieurs
types de stimuli mécaniques ont été testés. De nombreuses études in vivo ou in
vitro ont montré que les forces mécaniques en compression ont un effet
anabolique sur 1'0s%4>-250, Huang?3! rapporta que la compression dynamique
entrainait une surexpression de Sox-9 et TGF-B1 et induisait une formation
osseuse. D’autres comme Sumanasinghe?2? montrerent que les contraintes en
traction activaient la libération de BMP-2, de telle maniere que la contrainte
seule pouvait induire une différenciation ostéogénique. En ingénierie tissulaire
osseuse, les contraintes mécaniques telles que les forces linéaires ou en pression
correspondent au plus pres aux conditions physiologiques et sont donc
largement utilisées pour la culture des cellules osseuses et pour générer des
tissus apparentés a I'os. Cependant les méthodes d’application de ces contraintes
varient considérablement en ce qui concerne les différents parametres
physiques comme l'intensité, la fréquence et la durée d’application, mais aussi

les matériaux du substrat et sa géométrie.
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Lancerotto et Orgill2>1 soutiennent I'hypothese selon laquelle les cellules
détectent non seulement la stimulation mécanique, mais également l'intensité de
la stimulation conduisant a un degré variable d'étirement cellulaire. De la méme
maniere, Rath?1? testa I'hypothése selon laquelle les forces de compression
pourraient exercer un effet ostéogénique sur les ostéoblastes de maniere dose-
dépendante. Dans son étude in vitro de pré-ostéoblastes mis en culture sur des
matrices de PCL (poly(-caprolactone), il montra qu'une exposition des cellules a
une force de compression de 10% (11.81+/-0.42 kPa) résultait en une induction
rapide de BMP-2, RunX2, SMAD-5 et une expression accrue de la phosphatase
alcaline Akp2, du collagéne 1, de l'ostéocalcine, ostéonectine et ostéopontine.
Mais une exposition a une force en compression de 20% (30.96+/-2.82 kPa) ne
résulta en aucune réponse ostéogénique. Des études in vivo sur la distraction
osseuse ont également permis d’observer une régulation positive de
'ostéocalcine, durant I'allongement osseux apres ostéotomie?>2 et une régulation
négative de celle-ci lorsque des forces trop importantes sont appliquées?>3.
Frost1°8 dans sa théorie du mécanostat d’adaptation osseuse a une contrainte

avait déja défini différentes « fenétres « de stimulation osseuse (Fig. 18).

Disuse Window Physiological Window Overuse Window Pathological overload Fracture

Window Window
Increased

mechanically-controlled [l Microdamage accumulation Bone
modeling fracture

- = us >
MESr MESm MESp Fx

S0 - 100 pe 1000 — 1500 pe ~ 3000 pe ~ 25000 pe
1 -2MPa - 20 MPa ~ 60 MPa - 120 MPa
- 0.1 kg/mm? - 2 kg/mm* - 6 kg/mm? - 12 kg/mm?

Disuse-mode Mechanically-controlled
remodeling activity modeling

Figure 18 : Fenétres de stimulation mécanique décrites par Frost dans sa théorie du
mécanostat d’adaptation osseuse a une contrainte (adapté par Duncan et
Turner??s, et Frost198)

La fleche horizontale du bas montre les niveaux de force minimale effective (MES -
minimum effective strain) et les valeurs seuils de la résistance osseuse ultime :
microdéformation (ue), contrainte (MPa) and charge-unitaire (kg/mm3)

Certains chercheurs affirment que la théorie de Frost n’est qu'une construction

théorique qualitative fondée sur plusieurs hypothéses et que les valeurs seuils
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précises permettant de controler le remodelage osseux demeurent inconnues.

Un point important a comprendre est que l'intensité de la force au niveau
tissulaire est différente de celle ressentie au niveau cellulaire. Plusieurs études
montrerent que les déformations dues a l'activité quotidienne subies par les
tissus osseux se situaient entre 0.1% et 0.35%1°¢. Les déformations supérieures
a ces valeurs (mais inférieure a la limite d’élasticité) renforcent I'os alors que les
forces sub-physiologiques entrainent une résorption osseuse. En ce qui
concerne le niveau cellulaire, la conversion de la force appliquée en contrainte de
cisaillement amplifie le stimulus recu par les cellules, de sorte que les contraintes
de cisaillement ressenties par les ostéocytes sont de I'ordre de 1 a 3 Pa2%6. Une
étude récente selon Verbruggen?>* montra que les ostéocytes pouvaient étre
soumis a un stimulus de contrainte en cisaillement maximal d’environ 11 Pa.
Enfin van Griensven2?>> avanca d’apres ses expérimentations in vitro que
I'amplitude de la contrainte appliquée aux cellules doit étre choisie et est
différente en fonction du type de cellules: cellules stromales de la moelle
osseuse (BMSC), cellules souches mésenchymateuses dérivées de cellules
adipeuses (ADSC) ou cellules pré-ostéoblastiques.

Un autre facteur d’influence majeur retrouvé dans la littérature est la fréquence
d’application de la contrainte mécanique. Une question majeure est soulevée :
I'application de la contrainte doit-elle étre continue ou discontinue ? Depuis les
travaux de Jacobs26, il est communément admis que les os ont besoin d'un
« temps off » libre de toute stimulation mécanique. La mise en charge mécanique
représente un puissant stimulus ostéogénique, mais les cellules osseuses se
désensibilisent rapidement a la stimulation mécanique. Une phase de re-
sensibilisation doit avoir lieu avant que les cellules puissent «transduire »
efficacement les futurs signaux mécaniques243. Par conséquent, il a été suggéré
que les mises en charge cycliques ou intermittentes, qui accordent des périodes
de « temps off » réguliéres a I'os, pourraient étre plus efficaces que I'application
continue de forces pour induire une formation osseuse nécessaire a la croissance
et a la réparation du squelette2>’. D’autres études suivent la méme hypothese
selon laquelle une stimulation mécanique cyclique améliore la prolifération et la

différenciation ostéoblastique2>8259,
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Hsieh and Turner?¢® montrerent que la fréquence de la stimulation mécanique
pouvait avoir un effet sur la formation osseuse. In vitro, Kaspar?¢! rapporta que
la fréquence optimale a appliquer sur ADSC, BMSC ou cellules pré-
ostéoblastiques était de 1 Hz. Ainsi plusieurs études considerent que les
contraintes oscillatoires sont plus efficaces sur la formation osseuse car elles se
rapprochent des conditions physiologiques. Pourtant Alzahrani?é? dans sa revue
sur la distraction osseuse trouva des résultats inconstants quand la fréquence
était modifiée. De méme, Bonafe-Oliveiral®? avanca que les forces intermittentes
lors d’'un traitement orthodontique n’étaient pas absolument supérieures ni
nécessaires. Il est généralement admis que la réparation de I'os alvéolaire lors
d'un mouvement orthodontique survient apres une diminution de la force.
Bonafe-Oliveiral®? démontra que I'application de forces continues produisait de
fagon concomitante une résorption et une formation osseuses au niveau des
zones de pression molaire chez le rat. Liu?®3 compara également |'efficacité de
forces continues et intermittentes sur la formation osseuse chez le lapin. Le but
de son étude était de comparer 'efficacité des forces intermittentes (distracteur)
et continues (spring-ressort) sur les sutures de la calvaria. Les forces continues
ont produit une séparation globale de la suture (1.3 mm) nettement plus
importante que les forces intermittentes (0.8 mm) sur une période de 29 jours.
Néanmoins, les forces continues semblent avoir une limite dans la formation
osseuse (Fig.19). La limite de cette étude réside dans le fait que l'expérience a été
arrétée avant que le potentiel d'expansion du dispositif appliquant des forces

continues ne soit épuisé.
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Figure 19 : Comparaison de l'efficacité de forces continues et intermittentes sur la
formation osseuse chez le lapin (Liu et al.?%3, 2010). Comparaison du gain en
largeur de la suture calvariale concernée entre des forces continues * et
intermittentes &

Les forces continues produisent une séparation plus importante de la suture
(1.3mm) que les forces intermittentes (0.8mm) sur une période de 29 jours, mais
semblent avoir une limite dans la formation osseuse ; en effet la pente de la courbe
concernant les forces continues diminue. La vitesse de séparation a diminué dans le
temps avec les forces continues alors qu’elle est stable avec les forces discontinues.

Un dernier facteur déterminant a prendre en compte lors de I'application
d’'une contrainte mécanique est la durée d’application de cette force. Van
Griensven et al.2>> a effectué une expérience in vitro en 2-D sur les BMSC et les
ADSC, et insista sur le fait que la durée d’application de la contrainte devait étre
supérieure a une heure pour avoir une action sur la formation osseuse.
L’application d’'une contrainte pendant 60 minutes s’est avérée plus efficace pour
la synthese du collagéne-1, de l'ostéocalcine, de 1'ostéopontine et de la BMP-4
(analysée par RT-PCR) que la méme application pendant 15 minutes. Yang264
montra qu'une application de longue durée (6h) d’'une contrainte induisait
I'expression par les ADSC de BMP-2 et Run-X2, contrairement a un schéma

d’application de courte durée (17 minutes par jour pendant 10 jours
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consécutifs). La réponse de la cellule a une durée d’application particuliere de la
contrainte pourrait étre également différente et dépendante du type de cellule
concernée. Ainsi les ADSC répondent déja a I'application d'une contrainte apres
6h en modifiant leur orientation et en commencant le processus de formation
osseuse, alors que les BMSC ne réagissent qu’apres 48h265,

Ce dernier concept nous amene a penser que les caractéristiques de la cellule, et
pas seulement celles de la contrainte appliquée, sont a prendre en compte.

Ainsi, la forme de la cellule pourrait influencer sa différenciation en modulant
son interaction avec sa matrice (via le systeme actinomyosine). Les
caractéristiques géométriques augmentant la contractilité cellulaire sur une
surface constante favorisent l'ostéogénese par rapport a l'adipogénese,
indépendamment des facteurs solubles26¢, Si la forme de la cellule possede un tel
impact, c'est parce que la cellule interagit avec I'environnement. Par conséquent,
les caractéristiques de la matrice (scaffold) ou du milieu cellulaire in vitro
peuvent également avoir une influence majeure, notamment sur sa rigidité (Fig.

20).

(i) Substrate Stiffness

= .'Ah- -
Rigid

Figure 20 : lllustration selon Hung et al.?¢7 (2013) de l'influence de la rigidité du
milieu. La rigidité du milieu influence I'adhésion I'étalement et la différenciation
cellulaires. Les surfaces rigides offrent une plus forte résistance, plus d’adhésions
focales (en jaune) et une organisation plus aboutie du cytosquelette par rapport
aux surfaces plus molles. Cela conduit a des modifications au niveau du noyau et de
I'expression génique.

Différentes propriétés mécaniques notamment l'adhérence a la matrice,
I’élasticité et la géométrie de celle-ci, peuvent avoir un effet direct sur la tension
du cytosquelette et influencer le destin de la cellule. Engler2¢® montra que la
rigidité des substrats de gel de polyacrylamide avait une influence déterminante

sur la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (MSCs). Sur les
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matrices ayant une rigidité de type ostéoide (40 kPa), les MSCs se différencient
en cellules ostéogéniques alors que sur une matrice plus molle (10 kPa), les
MSCs se différencient selon la lignée myogénique. La méme étude montrait
qu’'une inhibition pharmacologique de la contractilité de la myosine-II bloquait la
spécification vers une lignée ou une autre. L’expression de marqueurs osseux
était la plus élevée lorsque les MSCs étaient cultivées sur les gels les plus durs
(Module d’Young autour de 100kPa, similaires au module d’Young mesuré au
niveau de I’'os non minéralisé). Yim?26° trouva des résultats équivalents et ajouta
que la géométrie de la matrice, pas seulement sa rigidité, jouait un role.
Cependant il est important de relever que, bien qu'un milieu d’induction
contenant des facteurs biochimiques ostéogéniques peut influencer directement
les cellules vers une différenciation ostéogénique si les cellules sont cultivées sur
un milieu de rigidité optimale, un milieu présentant la rigidité appropriée ne

peut orienter seul des cellules indifférenciées vers une lignée particuliere.

Dans sa revue de la littérature, Rosa?!! reporta également le role de la matrice
(« scaffold ») in vitro, incluant la taille des pores, I'interconnectivité des pores, la
porosité totale, qui pourraient directement influencer la réponse cellulaire et son
exposition aux contraintes mécaniques. Ces auteurs insistent sur l'importance
d'utiliser en in vitro un « scaffold » 3D, au lieu d'un « scaffold » 2D. Une fois de
plus, on peut noter que dans la littérature, 'ensemble des études se concentrent
davantage sur des études in vitro dans l'idée de créer de nouveaux substituts
osseux (ere de la bioingéniérie osseuse), plutdt que de réellement comprendre ce
qu'il se passe in vivo lors d'une greffe osseuse autologue. Mimer I'os avant de le

comprendre completement semble complexe.
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IV.4) Niveau d’études

La littérature sur l'influence des forces mécaniques sur I'ostéogénese
est particulierement marquée par un nombre important d'études in vitro
(Tableau 6) et une extréme variabilité du matériel et des méthodes utilisés. Ces
études se concentrent essentiellement sur le domaine de I'ingénierie osseuse et
la création de matrices enrichies en cellules souches ou/et facteurs de
croissance. La plupart des auteurs analysent l'effet de la contrainte mécanique
sur différents types de cellules, ADSC, BMSC, cellules parodontales, cellules pré-
ostéoblastiques, incluses dans des matrices (scaffolds) 2D ou 3D. Seulement
quelques auteurs étudient I'impact de cette contrainte in vivo, principalement
sur des rats (site calvarial), utilisant un appareil orthodontique ou de distraction
osseuse, mais aucun article n'a pu étre trouvé sur l'impact de la charge
meécanique sur l'intégration de la greffe osseuse. Le manque évident d'études in
vivo montre la complexité du processus d’ostéogénese et la difficulté de sa
compréhension. Plusieurs voies de signalisation sont a prendre en compte et
nous ne sommes probablement qu’au début d’'une compréhension approfondie
de ce processus. Avant d’utiliser un nouveau substitut osseux ou une nouvelle
matrice enrichie, il est capital de connaitre, étape par étape, les caractéristiques
et propriétés de I'os autologue greffé. Non seulement les cellules, les facteurs de
croissance doivent étre pris en compte, mais tout I'environnement du tissu
osseux, incluant les parties cellulaires et acellulaires, le processus inflammatoire
et la néo-angiogénese jouent un role dans l'intégration de la greffe osseuse et la

néo-ostéogenese
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oS cellules Type de force

Shen et Cellules parodontales | Contrainte de cisaillement
al.279,2014 cyclique
Yang?64, ASCs Contrainte cyclique
2010
Grottkau?26s, BMSCs et ASCs Contrainte cyclique
2013
Rath?19, Pré-ostéoblastes Compression
2008
Maul et MSCs Compression cyclique
al.271, 2011
Bonafe- Macxillaire de Compression cyclique
Oliveiral9? | rats
2003
Hsieh et Diaphyse ulnaire Compression cyclique
Turner?269, de rats
2001
Kimmel- C3H Compression cyclique
Bleich?21,
2011

OB Compression cyclique
Kopf et
al.223,2012
Childs et MSCs Compression cyclique
al.272,2015
Klein- Calvaria de rats Compression intermittente
Nulend et
al.214, 1987
Jacobs et Compression continue et
al.256, 1998 oscillante
Van BMSC and ADSC Contrainte longitudinale cyclique
Griensven
et al.255
2009

Liu et al263,
2010

Calvaria de
lapins

Tableau 6: In Vitro/ In Vivo studies
La plupart des études évaluant l'influence mécanique sur la formation osseuse ont
été réalisées in vitro.

Contrainte longitudinale continue
et intermittente
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IV.5) Angiogéneése

L'intégration de la greffe osseuse nécessite des cellules, des facteurs de
croissance, des nutriments, donc un apport de sang. «Aucune greffe n'est une ile
(«No graft is an ilsand », Carmeliet'’4, 2005) et l'angiogenese est vitale.
Considérer son role comme clé souleve la question de l'influence de la charge
meécanique sur l'angiogenese. Des exemples in vivo concernant l'impact de la
charge mécanique sur I'angiogenése sont mentionnés par Lancerotto et Orgill251,
tels que l'expansion tissulaire ou le traitement par compression des cicatrices.
Lors de l'expansion tissulaire, la normalisation du derme peut prendre jusqu'a 2
ans, alors que la prolifération vasculaire peut étre observée en quelques heures.
Contrairement a l'effet positif que peut avoir une force en compression sur une
cicatrice, une force en tension sur une zone cicatricielle a le plus souvent un effet
néfaste. La stimulation mécanique peut affecter les vaisseaux sanguins a
plusieurs niveaux. La tension transmise a travers la matrice extracellulaire et les
adhérences focales peut induire la multiplication des cellules endothéliales et
guider la pousse de nouveaux capillaires. En parallele, I'étirement des tissus peut
entrainer des altérations du flux sanguin, avec une ischémie temporaire activant
au niveau des cellules voisines la voie de HIF-1a. Cette voie va stimuler, en
relarguant du VEGF, la prolifération de cellules endothéliales et la formation d'un
réseau vasculaire plus riche. Bhatt et al.?’? suggéra que les ostéoblastes
répondaient au stimulus mécanique en augmentant la production de la matrice.
Il semblerait que I'induction de la production de métalloprotéinases apres un
stimulus osseux améliorerait l'attraction et la pénétration des vaisseaux
sanguins274,

Des recherches plus récentes?’! ont observé la différenciation in vitro des
cellules souches mésenchymateuses en cellules musculaires lisses et en cellules
endothéliales. Trois forces, I'étirement cyclique, la pression cyclique et la
contrainte de cisaillement laminaire, ont été appliquées indépendamment pour
imiter plusieurs conditions physiologiques vasculaires. Cette expérience a
démontré que la stimulation mécanique avait des effets importants sur la

morphologie, la densité et la différenciation des MSCs de rats vers les cellules de
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la lignée vasculaire et que ces effets dépendaient du type, de la magnitude et de

la fréquence de la stimulation appliquée.
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Chapitre 5 : Développement d’'un modeéle animal

V.1) Modele animal de fente labio-palatine

Plusieurs modeles animaux ont été utilisés pour reproduire et tester les
conditions de la greffe osseuse alvéolaire : souris, rats, lapins, chats, chiens, porc,
chévre et singe.

Le développement d'un modele expérimental animal de fente labio-palatine
peut étre obtenu soit chirurgicalement par création d'un défect osseux
alvéolaire, soit de facon congénitale par modification in utero du développement
embryologique de 'animal?75-278,

Un modele « congénital » peut étre créé soit par délétion génique, comme dans
I'article de Zhang et al.?’° obtenant ainsi une souris avec défect palatin et
alvéolaire ; ou chimiquement induit comme dans l'article de Yamada et al.28%; ou
chirurgicalement induit in utero. Les modeéles expérimentaux créés in utero
nécessitent des moyens financiers et techniques importants. De plus les animaux
obtenus présentent souvent des malformations associées et une mortalité
périnatale élevée?81.282, De plus les animaux porteurs de Fente ou autre
malformation, qui survivent a la naissance, sont souvent délaissés par leur mere

et soumis au cannibalisme des autres congéneres?83.

La premiere description dans la littérature d'un modele expérimental
animal de fente labio-palatine créé chirurgicalement a été réalisée en 1950 par
Harvold?284, Il décrivit comment créer un défect osseux palatin et alvéolaire chez
le singe.

Le métabolisme squelettique du petit animal comme le lapin ou les rongeurs a
été décrit comme beaucoup plus actif et rapide que celui des grands
mammiferes. Ainsi les premiers modeéles utilisés étaient plutot des gros animaux
pouvant mimer d’avantage la situation humaine comme le singe?28>, le chien286.287,
la chévre?88 ou le cochon?89. Caballero et al.289 souleva notamment l'intérét
d’utiliser un modeéle porcin. Le squelette maxillo-facial du porc présente de

multiples similarités avec celui des humains, dues principalement au fait que les
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porcs, comme les humains, sont omnivores. On retrouve ainsi des similarités au
niveau des fonctions maxillaire, mandibulaire et de l'articulation temporo-
mandibulaire mais également au niveau dentaire et osseux avec des défects de
taille critique et de vitesse de cicatrisation comparables a ceux des humains. Il
décrivit également la survenue chez le porc de fentes labio-palatines
comparables a celles des humains (Fig.21). Il créa chirurgicalement des défects
de 1.7cm de large au niveau du maxillaire du porc indemne de malformation,
qu'’il greffa dans le méme temps. Ces défects comme visibles sur la figure 22 ne
peuvent représenter la géométrie particuliere de la fente alvéolaire car de I'os
est alors interposé entre deux surfaces non corticalisées et aucun temps de

cicatrisation n’a été accordé entre le temps de création du défect osseux et son

comblement.

Figure 21: Exemple de malformation congénitale du porc évoquant une fente labio-
alvéolaire bilatérale totale semblable a celle existant chez [’humain, selon Caballero
et al 28

Figure 22 : Modéle expérimentdl dé}nte alvéolaire crée chirurgicalement par
Caballero et al?%. Le défect créé ne représente pas la géométrie particuliere de la

fente alvéolaire congénitale car les deux surfaces en bordure récemment coupées
ne sont pas corticalisées. De plus I'os est immédiatement inséré dans le défect.
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Plus récemment on a essayé de développer des modeéles sur plus petits
animaux, dans un but pratique et économique. Les modeéles les plus communs
sont le rat?99, la souris?°! et le lapin car ils sont faciles a manipuler ; a anesthésier
et sont peu couteux. Beaucoup d’essais ont été réalisés mais peu se sont avérés
concluant, principalement a cause du fait que les défects créés ne pouvaient étre
que de petite taille?°2 et le potentiel d’auto-cicatrisation était ainsi difficile a
évaluer. De plus la plupart du temps ces modeles ne s’étendaient pas jusqu’a la
muqueuse nasale et/ou a la denta adjacente??3. La plupart des auteurs ont créé
des défects non anatomiques en créant de simples trous dans le maxillaire ou le
palais entrainant une communication entre les cavités orales et nasalesZ92-295,
Sawada?°¢ dans son modele sur le lapin ne respecte méme pas la muqueuse
nasale. De plus la plupart des auteurs créent leur défect osseux en méme temps
qu’ils réalisent son comblement par de I'os ou des substituts osseux293.295-298,
Ainsi on ne peut différencier I'os issu de la prise de greffe elle-méme et celui
obtenue par cicatrisation osseuse spontanée du défect.

Pour les modeles expérimentaux animaux créés chirurgicalement, il est
donc important de créer un défect triangulaire tridimensionnel allant jusqu’a la
muqueuse nasale et la dent adjacente, pouvant mimer la fente alvéolaire. De plus
il est nécessaire de laisser un temps de cicatrisation au défect osseux et de ne pas
le combler d’emblée avec de I'os ou un substitut osseux a tester.

Kamal et al.2?? a créé un modele expérimental sur lapin se proclamant comme au
plus proche de la réalité de la fente alvéolaire. Dans ce modele, les auteurs créent
un défect tridimensionnel triangulaire alvéolaire en retirant l'incisive centrale
gauche et en complétant le défect a la fraise jusqu’a l'incisive droite et jusqu’a la
muqueuse nasale sans la 1éser. Ils laissent cicatriser 3 mois en interposant de la
cellulose et de la cire a os (Fig.23 A-C). Apres 3 mois ils retirent la cire a os et
tombe sur le défect initial s’étendant a la muqueuse nasale qu’ils peuvent alors
combler avec de l'os ou un substitut osseux a tester. Dans ce modele deux
critiques sont a émettre. La premiere vient du fait que la muqueuse vient
cicatriser et recouvrir complétement le défect (Fig. 23F). Seulement elle ne le
recouvre que sur sa face vestibulaire et les deux berges osseuses de la néo-fente

alvéolaire ne sont pas recouvertes de muqueuse. De plus que ce soit
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chirurgicalement 3 mois plus tard (Fig.24) ou au scanner (Fig. 25), on ne note
aucune corticalisation des berges du défect osseux. Ainsi on ne peut affirmer que
la géométrie particuliere de la fente est ainsi reproduite car le produit de
comblement (os ou substitut osseux) est alors introduit entre deux surfaces non
corticalisées. On ne reproduit donc pas l'interface greffon/corticale si particulier
a cette greffe osseuse alvéolaire.

El-Bokle et al.390 est allé plus loin en obtenant un défect recouvert sur chacune de
ses berges par de la muqueuse. Il a créé un défect d’1cm en enlevant l'incisive
centrale et la latérale d’'un lapin et puis il a suturé muqueuse palatine et
muqueuse nasale directement. Ce modele est alors plus proche de la réalité mais
représente un réel défi dans sa réalisation. La durée opératoire de I'animal est

ainsi tres fortement augmentée ce qui augmente le risque de déces. De plus il n’y

a encore une fois pas de réelle corticalisation des berges.

Figure 23 : Création d’'un modéle expérimental animal sur lapin selon Kamal et al.*¥’
La défect osseux alvéolaire est créé dans le secteur de l’incisive centrale gauche et
s 'étend jusqu’a la muqueuse nasale sans I’interrompre (A). De la cellulose et de la
cire a os sont interposées (B,C). Un temps de cicatrisation de 3 mois est ensuite
octroyé a l’animal (D a E). Le défect est ainsi recouvert completement par la
muqueuse palato-vestibulaire (F).
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Figure 24 : Apreés 3 mois, la muqueuse est soulevée et on tombe sur le défect osseux

créé. Aucune corticalisation des berges du défect osseux n’est obtenue (Kamal et
al **).

Figure 25 : image scannographique du défect osseux apres 3 mois. Aucune
corticalisation des berges du défect osseux n’est obtenue (Kamal et al .*%°).

V.2) Essais sur le lapin (Prélevements d’os autologue spongieux)

Un test préliminaire sur lapins morts a été réalisé afin de confirmer la
faisabilité d’'une autogreffe spongieuse chez le lapin.
Il n'a pas été nécessaire de demander l'accord du comité d’éthique car ces
animaux avaient été utilisées pour d’autres expériences et déja sacrifiés.
Le prélevement d’os spongieux chez le lapin a été réalisé au niveau de la calvaria,
de la créte iliaque et de la diaphyse fémorale. Les vertebres ne constituaient pas
un site de choix car la morbidité engendrée n’aurait pas permis de maintenir

I’animal en vie.
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Les quantités d’os purement spongieux obtenues ont été considérées comme
trop faibles pour combler des défects calvariaux de 5mm de diametre. Le modele

du lapin avec greffe autologue d’os spongieux a donc été abandonné.

V.3) Intérét du modele murin

D’un point de vue pratique et économique, nous avons opté pour un modeéle
murin. Afin d’éviter des actes en bouche (risque septique et volume trop faible),
'os calvarial est choisi comme étant le plus proche embryologiquement de I'os
alvéolaire. L’espece animale permettant aisément des tests sur la calvaria
s’estavérée étre le rat. L’équipe du laboratoire B30OA (UMR, CNRS,
INSERM) possede une expertise importante par rapport a ce genre
d’expérimentations sur calvaria de rats et les manipulations concernant ce
modele expérimental n’en seront que facilitées. Afin de reproduire l'interface
corticale / os spongieux, il est nécessaire d’obtenir un systéme permettant de
fixer le spongieux sur une zone précise corticalisée de la calvaria du rat.
De plus il est important d’obtenir de 'os spongieux en quantité suffisante.
Le prélévement d’os spongieux autologue chez le rat (encore plus que chez le
lapin) s’avere insuffisant en termes de quantité pour réaliser des tests de
facon aisée. L’os spongieux utilisé sera donc d’origine humaine, ce qui nécessite
d’utiliser des rats nude.

Les rats seront des males, de 12 semaines au moment de I'implantation et 20
semaines lors de la mise a mort. A 10 semaines, les rats ont terminé leur
croissance. Pendant la période de croissance le potentiel de cicatrisation et
de régénération est accru, ce qui risque de fausser les résultats de nos
expériences. Ces informations ont directement été obtenues du laboratoire
nous fournissant les animaux. Le choix du male est préférable afin d’éviter
toute interférence des cycles hormonaux sur les résultats des expériences. De
plus les males ont un potentiel de croissance et cicatrisation osseuse

supérieure3l,
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V.4) Intérét du modele sur rat nude

Une revue systématique de la littérature sur PUBMED et SCIENCEDIRECT a
été réalisée afin d’évaluer la faisabilité d’utiliser le rat nude comme modele
expérimental et de préciser les parametres, les conditions et méthodes d’analyse

a prendre en compte (Tableau 7).
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Les matériaux testés dans la littérature sont tres variables: matrices
déminéralisées (beta-TCP,GDPB, Allomatrix, dynagraft ....), cellules souches
d’origine humaine(human mesenchymal stem cell-hMSC, cellules souches issues
de la pulpe dentaire -DPSC, cellules souches circulantes du sang périphériques,
Adipose derived stem cells -ADSC, human embryonic stem cells-hESC, human
umbilical vein endothelial cells- HUVECS), matrices enrichies en celllules
d’origine humaine(matrices + cellules souches ou cellules endothéliales ou
chondrocytes endonasaux), ou os humain lui-méme avec ou sans facteur de
croissance ajouté (os spongieux issu des tétes fémirales humaines + PRP, PRF, ou
BMP2). Le site d'implantation osseux choisi reste la calvaria dans tous les cas.
Des sites hétérotopiques comme en sous-cutané dorsal peuvent également étre
choisi pour évaluer le potentiel de néo-ostéogénese en situation hétérotopique et
le potentiel de néoangiogéneése a ce niveau. La taille critique du défect calvarial
est de 5mm de diametre. La plupart des études utilisent ce diametre critique,
certaines cependant vont jusqu’a 8mm. La seule étude réalisée par Roussy et al.
utilisant un diametre inférieur pour son défect (3mm) ne retrouve aucune
différence de néoformation entre ses différents groupes mais obtient surtout
90% de comblement de son défect contrdle. Un diametre inférieur a 5mm pour le
défect calvarial est donc insuffisant.

Le nombre de rats retrouvé dans les différentes études est tres variable et est
particulierement dépendant du nombre de groupe a tester. Plusieurs auteurs ne
précisent pas le nombre de rats par groupe. Néanmoins on retrouve un minimum
de 8 rats par groupe pour avoir une preuve d’une formation osseuse.

La durée d’'implantation est capitale car dans la plupart des études, une
formation osseuse n’est facilement observable qu’a partir de 6 semaines. Les
études a faible niveau de preuve ont souvent une implantation plus courte de 4
semaines ou moins (Gardin, Tremoleda, Plachokova et al., shimizu et al.).

La plupart des études a haut niveau de preuve utilisent une analyse
radiologique (microscanner) associée a une analyse histologique et
immunohistochimique. La premiere est une méthode non invasive permettant a
la fois d'avoir une idée de la quantité d'os néoformé, de sa géométrie et de la
néovascularisation. L’analyse histologique permet le plus souvent de caractériser

le niveau de différenciation osseuse, la qualité de la minéralisation, la
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néoangiogéneése mais également par marquage immunohistochimique I'origine
de cet os néoformé (origine humaine par apport de matériel cellulaire ou osseux,

ou origine de I'’h6te murin greffé).

Cette revue nous permet de conclure que l'autogreffe humaine est tolérée
chez le rat nude. Les parametres importants a respecter afin d’obtenir un haut
niveau d’évidence sont un défect calvarial de taille critique de 5mm minimum, un
nombre d’animal de 8 minimum par groupe étudié, un délai d’'implantation et
d’analyse d’au moins 6 semaines, une évaluation radiologique combinée a une

analyse histologique.

V.5) Modele de la chambre implantable sur la calvaria du rat

Afin de créer l'interface corticale / greffon spongieux et de maintenir I'os
spongieux sur la corticale dépériostée de la calvaria du rat, des chambres
osseuses cylindriques en PEEK (polyetheretherketone) ont été fabriquées. Elles
mesurent 5mm de diametre interne et 4 mm de hauteur, et sont dotées d’'un
couvercle hermétique permettant de maintenir 1'os spongieux en contact avec la
corticale (Fig.26). Ces chambres osseuses seront fixées sur le crane du rat a I'aide
de mini-vis qui transpercent la table externe de la calvaria sans dépasser la table
interne (endocranienne). Ainsi le risque d’hématome extra-dural sera évité. Les
chambres osseuses ouvertes dans leurs parties supérieures, seront remplies de
greffon osseux spongieux d’origine humaine, puis fermées hermétiquement par
un couvercle en PEEK (Fig. 27). Des chambres osseuses laissées vides seront
utilisées comme contrdles négatifs. On utilisera le microscanner pour évaluer
I'évolution du greffon spongieux et de l'interface corticale/ os spongieux au
cours du temps. Les animaux seront mis a mort a J30 ou J60 afin de réaliser des

tests histologiques sur le greffon et I'interface corticale/ os spongieux.
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Figure 26 : Evolution de la représentation schématique et de la conception des
chambres PEEK.

Figure 27 : lllustration de la mise en place des chambres PEEK sur la calvaria des
rats.

A,B,C: La chambre présente un fond creux permettant a l'os d’étre directement en
contact avec la calvaria des rats. Il existe également des orifices latéraux
permettant la mise en place de vis de fixation sur la calvaria.

D : Le périoste est retiré de la zone de mise en place de la chambre implantable

E : Fixation de la chambre par 3 vis (2mm de long) et mise en place de l'os
spongieux dans la chambre.

F : Mise en place du couvercle hermétique et fermeture de la peau en regard
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V.6) Mise en place de la chambre implantable sur la calvaria du
rat: technique opératoire

= Anesthésie : anesthésie gazeuse a l'isoflurane jusqu’a immobilité totale
de l'animal (isoflurane/O; au masque), puis injection intrapéritonéale de
Kétamine (40 mg/Kg, IMALGENE1000®/200uL), et de Médétomidine (0,5 a 1
mg/Kg, DOMITOR®/ 200uL).

= Intervention : rasage du crane. Incision cutanée en L, suivie d’'une

deuxieme incision en L du périoste permettant la mise a nu de la calvaria. Pose
d’'une chambre cylindrique en PEEK, centrée sur la suture fronto-pariétale.
Stabilisation des chambres osseuses sur le crane de rat a 'aide de mini-vis qui
transpercent a la fois le trottoir et la table externe de la calvaria sans dépasser la
table interne (endocranienne).

Mise en place du greffon d’os spongieux dans la chambre. Suture de la peau a
I'aide d’un fil résorbable 4.0. Pendant toute la durée de I'intervention et jusqu’au

réveil de I'animal les animaux sont placés sur un tapis chauffant.

=  Durée de l'intervention: 30 a 40 min

= Analgésie postopératoire : injection a la fin de I'intervention avant le

réveil de I'animal de Buprénorphine (0,1mg/kg, [P, 150uL a 0,3mg/mL).

= Suivi: Les rats seront remis dans leurs cages a leur réveil complet de

I'anesthésie.

Les animaux seront hébergés en cage par quatre sous conditions standards du
laboratoire; eau et nourriture ad libitum. La température est maintenue
controlée entre 20 et 22°C. et le rythme veille/sommeil est de 12h/12h.

Une surveillance accrue (visite 2 fois par jour) est réalisée lors des deux
premiers jours post opératoires, afin de détecter des complications et de
s’assurer de la cicatrisation cutanée, puis on réalise une visite deux fois par

semaine pendant le reste de I'expérimentation
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= Surveillance : Les animaux seront surveillés en per-opératoire de

maniere visuelle pour : leur fréquence respiratoire, leur hydratation (test du pli
de la peau) et leur perfusion périphérique (temps de recoloration capillaire) et
jusqu’a leur réveil complet sur tapis chauffant. Les animaux seront injectés en
per-opératoire et 2 fois par jour pendant les 3 jours suivants la procédure avec
de la buprenorphine (Buprecare®, 0,3mg/ml, 0,1 mg/kg de masse). Compte tenu
du caractere chirurgical de la procédure, une injection préventive d’antibiotique
sera effectuée (Baytril, 5 mg/kg de masse). Les animaux seront surveillés deux
fois par jour lors des 3 premiers jours post opératoires, puis deux fois par
semaine jusqu'a la fin de I'expérimentation pour I'état général de 1'animal et du
site chirurgical.

Les points critiques surveillés et scorés permettant d'objectiver la douleur ou la

géne de 'animal sont décrits dans la figure 28.

88



Parametres Animal ID Score
Normale 0
Pelage taché 1
Pelage terne, perte de poils, écoulement 2
oculaire et nasal
Apparence Pelage hérissé, pelage collé, larmes de
sang, yeux partiellement fermés, oreilles 3
couchées
Pas de perte de poids, pas de 0
déshydratation (test du pli de la peau)
perte de poids0-10%, retour du pli de la 1
Ali tati peau 2 a 3s
Imentation perte de poids de 10-20%, retour du pli 2
de la peau 3 a 4s
perte de poids >20%, retour du pli de la 3
peau >4s
Normal o
Changements mineurs 1
Peu mobile, sur ses gardes, s’isole 2
Comportement Vocalise, s'automutile, est agité ou atone, 3
rale d’expectoration
total
CONDUITE A TENIR
1a3 Surveillance accrue
Souffrance Iégére : dans les 2 premiers jours suivant la procédure 1: buprenorphine
4a6 augmentée a 0,2 mg/kg de poids vif; en dehors de ce délai : injection de
buprenorphine a 0,1 mg/kg de poids vif 2 fois par jour pendant 2 jours.
7a9

Douleur intense : mise a mort de I'lanimal

Si présence d’automutilation, perte de poids supérieure a 20%, ou animal atone : mise

a mort de I'animal.

Figure 28 : score de Détresse et de points limites (chirurgie de la calvaria chez le
rat, adapté de Morton and Griffiths, 1985 et Lloyds and Wolfensohn, 1998) Points
critiques et criteres de surveillance. Conduite a tenir en fonction du score obtenu.
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Chapitre 6 : Etude du facteur « compaction osseuse »

VI.1) Modele de greffon osseux = Os iliaque : Problématiques

L’idéal dans cette étude aurait été l'utilisation d’os iliaque humain frais, issu
de déchet opératoire. Dans la plupart des cas, le prélevement d’os spongieux
iliaque se fait en premier ou en parallele (double équipe) de la préparation du
site de greffe osseuse alvéolaire. Ainsi il est fréquent d’avoir un prélevement plus
abondant que l'os réellement utilisé sur le site de la greffe. L’utilisation de
déchets opératoires serait donc possible, apres consentement éclairé du patient
(annexe 1) mais pose le probléme de la régularité d’approvisionnement et de la
quantité en os iliaque disponible.

Les expérimentations in vitro et in vivo sont réalisées au laboratoire B30A-
Biologie, bioingéniérie et bio-imagerie ostéo-articulaire du Pr Hervé Petite (UMR
CNRS, INSERM), avec l'aide du Dr Morad Bensimoun. Les déchets opératoires
frais provenant des Hopitaux Universitaires de Strasbourg posent le
probléme du conditionnement et dutemps de transport (idéalement dans
les 6 premieres heures). Le manque d’approvisionnement en quantité
suffisante et réguliere rend particulierement difficile I'utilisation de déchets
opératoires pour ces expériences, en particulier pour la phase in vivo ot un
nombre important d’animaux devront étre greffés en méme temps. Il a donc été
décidé d’'utiliser I'os spongieux issu de téte fémorale fraiche (déchets
opératoires issus de prothéses totales de hanches) dont
I'approvisionnement sur Paris est plus aisé. Néanmoins certaines expériences in
vitro seront réalisées sur os spongieux iliaque issu de déchet opératoire (patient

adulte essentiellement).
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VL.2) Choix de la téte fémorale et problématiques

Le choix de 'utilisation de tétes fémorales fraiches (déchets opératoires
d’intervention pour prothese totale de hanche) assure un approvisionnement
quotidien en quantité assez importante pour garantir la faisabilité des phases in

vitro mais surtout in vivo sur rat nude.

Plusieurs hopitaux ont participé au don de tétes fémorales fraiches (Fig. 29) sur
Paris (Hopital Lariboisiere, service du Pr Rémy Nizard avec la participation du Dr
Guillaume Odet; Hopital Henri-Mondor Créteil, service du Pr Charles Flouzat-
Lachaniette avec la participation du Dr Pierre Coudert, Hopital de Marne la
Vallée, service du Dr Maurice Thiong'o avec la participation du Dr Patrice
Corcos). Le CHU de Strasbourg avec le service du Pr Kempf a également participé
mais les tétes fémorales obtenues a Strasbourg n’ont servi qu’'a réaliser des
expériences préliminaires (détermination de la force de compaction appliquée
par le chirurgien, tests de la machine de compaction osseuse) et aux analyses
architecturales par microscanner. La plus grande partie des tétes fémorales
fraiches ont été obtenues a Lariboisiere et ont permis de réaliser la phase in vitro

avec culture cellulaire.

L’utilisation de tétes fémorales fraiches souleve également certaines
problématiques. L'os spongieux issu des tétes fémorales est décrit comme moins
riche en cellules totipotentes que l'os spongieux iliaque. De plus il faut prendre
en considération que l'os issu des tétes fémorales est un os issu de personnes
assez ageées. Hors il existe avec l'age un déclin en facteurs trophiques
(oestrogeénes, IGF1, Vitamine D), entrainant I'expression locale d'IL1 et TNFa qui
inhibent l'activité ostéoblastique, stimulent I'activité ostéoclastique et réduisent
le potentiel de différentiation des cellules souches de la moelle osseuse319,

Il existe également une variabilité de la structure et du contenu du spongieux
entre les individus, mais également entre les différents sites de prélevement sur
une téte fémorale d’'un méme individu. La téte fémorale fraiche reste malgré tout

la seule source de spongieux facilement disponible en grande quantité.
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Figure 29: Téte fémorale fraiche

VI.3) Orientation sur la prise osseuse au niveau de la téte fémorale

Les tétes fémorales obtenues sont toutes issues de patients porteurs de
coxarthrose. Les tétes fémorales issues de prothese totale de hanche pour
ostéoradionécrose sont d’emblée éliminées. En fonction des individus, nous
avons pu remarquer que l'involution graisseuse de 1'os spongieux situé dans la
téte était plus ou moins importante. Méme si il persistera a jamais une variabilité
inter-individus, la premiere étape de notre protocole in vitro a pour objectif de
réduire cette variabilité.

Nous avons identifié deux sites de prélevement différents : la téte fémorale et
le col fémoral (Fig.30). Cette premiere étape consiste a mettre en valeur le site le
plus riche en cellules souches.

Nous avons utilisé le protocole de CFU-F (human bone marrow fibroblast colony-
forming cells = colonies de cellules souches mésenchymateuses issues de la
moelle osseuse) afin d’identifier le nombre de colonies cellulaires obtenues
apres 15 jours de culture en fonction du site de prélevement (Annexe 2)329. Le
premier site préléve des carottes de 5mm de diametre au niveau de la téte
fémorale en éliminant la partie corticale. Le deuxieme site de prélevement est
situé au niveau du col : le préleveur réalise des carottes d’os spongieux de 5mm

de diametre parallelement a ’axe du col fémoral (perpendiculairement a son axe
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de découpe). Les deux sites de prélevement sont réalisées sur 6 tétes fémorales
fraiches. Les cellules sont extraites de ces différentes carottes et mises en
culture. Au bout de 15 jours le nombre de colonies est comptabilisé a I'aide du
logiciel Image].

Nous avons pu identifier sur 6 tétes fémorales testées la méme tendance: le
nombre de colonies est bien supérieur au 15¢ jour de culture lorsque les carottes

sont prélevées au niveau du col fémoral (Fig.31 et 32).

Figure 30 : Schéma représentant les 2 sites de prélevement, téte fémorale et col
fémoral. (Schéma C. Dissaux)
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Variabilité des CFU-F en fonction de la zone de
prélevement
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Figure 31 : Il existe une variabilité de la qualité de I'os spongieux en fonction de la
zone et de l'orientation du prélévement. La prise de spongieux au niveau du col
fémoral permet d’obtenir a 15 jours un plus grand nombre de colonies de CFU-F
(Colony Forming Units- Fibroblasts).

Figure 32 : Illustration des cultures de CFU-F au 15¢ Jour
A et B : Prélevement de carottes au niveau de la téte fémorale
C et D : Prélevement de carottes au niveau du col fémoral.
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VI1.4) Essai avec des carottes osseuses (en rapport avec la chambre

calvariale)

V1.4.a) Pourquoi utiliser des carottes ?

L’utilisation premiere de carottes d’os spongieux prélevées a I'aide d’une
fraise treffine de diametre interne 5mm répondait parfaitement a la géométrie
de la chambre implantable mise en place sur la calvaria des rats.

Cependant dans sa pratique habituelle, le chirurgien préleve I'os spongieux a la
curette de diametre variable entre 3 et 6mm.
Nous avons voulu vérifier que le prélevement a l'aide de la fraise treffine

n’endommageait pas le capital cellulaire.

V1.4.b) Analyse CFU-F avec de I'os iliaque : copeaux versus carottes

Cette étape a permis de comparer sur de I'os iliaque frais (déchet opératoire)
et de l'os fémoral frais l'influence du mode de prélevement sur la vitalité
cellulaire.

Dans ce but, des cultures de CFU-F (annexe 2) ont été réalisées a partir d’os
iliaque de 2 patients adultes de 24 et 22 ans. 3 types de prélevement ont été
réalisés par patient: une carotte cortico-spongieuse de 6mm de diametre sur
5mm de haut, une carotte spongieuse de 6mm de diameétre sur 5mm de haut et
un gros copeau de spongieux de 5mm de diametre.

Les prélevements issus des 2 patients ont été mixés afin de s’affranchir de la
variabilité inter-individu : les 2 carottes cortico-spongieuses ont été mises en
culture ensemble, de méme que pour les 2 carottes de spongieux et les 2
copeaux.

Ainsi 1 tube était obtenu aprés centrifugation pour l'os iliaque prélevé sous
forme de carottes cortico-spongieuses (CS), 1 tube pour I'os iliaque prélevé sous
forme de carottes spongieuses (S) et 1 tube pour l'os iliaque issus des 3 copeaux

(0S).
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Les cellules ont été extraites de chacun des tubes par centrifugation et disposées

dans 2 flasques par série : CS1, CS2, S1, S2, 0S1, 0S2.

La méme manipulation a été réalisée en parallele sur 2 tétes fémorales fraiches.
Une carotte de cortico-spongieux était réalisée au niveau du col de chaque téte,
de méme qu’une carotte de spongieux et un prélevement d’'un gros copeau d’os
spongieux a la curette. Les prélevements des deux tétes ont également été
mixées et on obtenait donc deux flasques par série : CS3, CS4, S3, S4, 0S3, 0S4.

Les flasques de la série 4 (0S4 et CS4) ont été contaminées et donc non

interprétables.

Le nombre de colonies présentes Au 15¢ jour de culture est supérieur dans le
groupe OS (prélevement sous forme de copeaux d’os spongieux a la curette) que
dans le groupe S et CS (Fig. 33 et 34) dans toutes les séries. Le groupe CS
présente les résultats les plus bas car 'os cortical est pauvre en cellules souches
et les cellules en sont plus difficile a extraire. Nous avons émis ’hypothese que la
fraise treffine avait peut-étre un effet néfaste sur la vitalité cellulaire par
élévation thermique trop importante, ce qui expliquerait un résultat du groupe S

inférieur au groupe OS.
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Variabilité des CFU-F en fonction de la technique de

prélevement
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Fig. 33 : Variabilité du nombre de CFU-F en fonction de la technique de
prélévement : prélévement de carotte cortico-spongieuse (CS) ou spongieuse (S) a
la fraise treffine, ou prélévement de copeaux d’os spongieux a la curette (0S).

Fig.34 : Illustration de l'influence de la technique de prélévement : groupes 0S3,
CS3 et S3 (os fémoral)

Le nombre de CFU-F est supérieur dans le groupe 0S3 (prélévement de copeaux
d’os spongieux). Le groupe CS3 (carottes d’os cortico-spongieux) obtient les
résultats les plus faibles.
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VL.5) Essaiavec des copeaux osseux (en rapport avec le

prélevement chirurgical)

Afin de s’approcher au plus pres de la situation clinique, nous avons opté

pour le prélevement d’os spongieux sous forme de copeaux a 'aide d'une curette.

V1.5.a) Copeaux os iliaque versus copeaux os fémoral : analyse au

microscope optique

A l'aide d’'un microscope optique, nous avons observé les caractéristiques
architecturales des copeaux d’os spongieux iliaque et fémoral, ainsi que leur
différence et variabilité.

Sur la Figure 35, sont observés et mesurés les copeaux d’os spongieux iliaque
issus des déchets opératoires de deux patients. Ces copeaux ont été prélevés a la
curette de diametre 6x4mm. Le patient A est un adulte de 20 ans et le patient B
un enfant de 8 ans. Il existe une faible variabilité sur le diametre maximal du
copeau prélevé allant de 5.7 a 6.9mm. Les copeaux sont de taille relativement
homogéne mais non identique. Les copeaux d’os spongieux issu du jeune patient
(8ans) semblent a premiere vue plus dense en trabécules que les copeaux du
patient adulte.

Lorsque 'on réalise le méme type de prélevement au niveau de la téte fémorale,
on peut obtenir des copeaux de taille relativement équivalente. Mais une fois
encore leur taille est variable entre chaque copeau et entre les copeaux fémoraux
et iliaques.

La structure trabéculaire parait équivalente mais les copeaux fémoraux ont une
tonalité plus jaunatre, éventuellement plus graisseux, et moins riche en moelle
osseuse.

Ces observations ont néanmoins démontré qu’il est possible de prélever des
copeaux d’os spongieux au niveau du col des tétes fémorales, qui sont d'un point
de vue macroscopique relativement équivalents a ceux prélevés chez I'’humain en

iliaque lors de la chirurgie de greffe osseuse.
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La suite des expérimentations pourra donc se dérouler a partir de prélevements
de copeaux d'os spongieux de téte fémorale, réalisés avec des curettes

identiques.

100



1[9497um ]

6612um ]

3[5218um 2 [6558um’]
4 [ 4452pm ]

2 128350 |

2[ 6910um ]

,

PATIENT A: A,B,C, OS ILIAQUE

2 [ 6079jurh 45354
: g 1 [ 5707um ]
2 [ 3737um ]

PATIENT B: A,B, OS ILIAQUE

2 [4182um | 1 [ 6507um]

1[ 6306pm 1 2[3451um ]

OS FEMORAL : AB

Figure 35 : Illlustration de copeaux de copeaux d’os spongieux iliaque (Patient A et
B) et d’os spongieux issu d’une téte fémorale, observés au microscope optique.

Le prélevement est réalisé a l'aide d’une curette de diametre 6x4mm.

Le patient A est un patient adulte de 20 ans. Le patient B est un enfant de 8 ans. Les
copeaux d’os iliaque de ces 2 patients sont issus des déchets opératoires.

Les images de l'os fémoral représentent des copeaux d’os spongieux prélevés a la
curette au niveau du col fémoral d’une téte fraiche.
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VL.5.b) Problématique : Taille et variabilité des copeaux

Prélever des copeaux et non des carottes osseuses de diametre et hauteur
fixes, pose le probleme de la variabilité des copeaux au sein du méme
prélevement et entre deux tétes fémorales. Nous avons testé deux types de
copeaux :

- les gros copeaux (GC) équivalents aux copeaux reéalisés en chirurgie et

prélevés a I'aide d’'une curette de 6x4mm (Fig. 36)

- les petits copeaux (PC) prélevés a I'aide d’une curette de 3x1mm (Fig. 37)
L’hypothese testée était d’utiliser de plus petits copeaux dans le but de diminuer
la variabilité de la taille des copeaux pour le méme prélevement et de faciliter
leur mise en place dans la chambre calvariale.

Sur un plan macroscopique, il est illustré sur les figures 36 et 37, que la
variabilité de taille entre les copeaux était plus importante lorsque I'on prélevait
de petits copeaux que de grands copeaux. Ceci peut s’expliquer sur le fait que le
prélévement de gros copeaux au niveau du col fémoral est plus aisé (Fig.38) que
de prélever de petits copeaux (Fig. 39), tres difficilement clivables et
manipulables. Cette difficulté de manipulation des PC est également retrouvée
lors de leur mise en place en chambre calvariale ou lors des expériences in vitro

(pesée, YVL.5.d).

Figure 36 : Illustration des gros copeaux d’os spongieux issu de col fémoral,
prélevés a l'aide d’une curette de 6x4mm
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Figure 37 : lllustration des petits copeaux d’os spongieux issu de col fémoral,
prélevés a l'aide d’une curette de 3x1mm

Figure 38
4x6mm.

[

Figure 39 : lllustration du prélévement de petits copeaux a l'aide d’une curette
3x1mm. Le prélévement sur col de téte fémoral n’est pas aisé et le petit copeau
difficilement clivable a cette si petite dimension.
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De plus, lors de la compaction des copeaux a I'aide de la machine a compaction
(cf J VL.6), nous verrons que I'application de la méme force (Fig. 40) entraine une
variation de hauteur de l’échantillon mis dans la chambre beaucoup plus
importante avec les petits copeaux qu’avec les gros. Cela peut s’expliquer par la
perte de l'architecture globale de I'os spongieux lors de l'utilisation de petits

copeaux. De plus l'utilisation de petits copeaux nous éloigne trop de la réalité

chirurgicale.

Figure 40 : Illustration de la différence de hauteur de I'échantillon de méme volume
initial (celui de la chambre calvarial) entre petits (PC) et grands copeaux (GC),
lorsque I'on applique la méme force de 50N.

VL.5.c) Analyse au microscanner

Une premiere évaluation de la différence entre l'utilisation de petits ou
gros copeaux a été réalisé en mettant une force de compaction minime de 5N sur
les échantillons.

Les copeaux ont occupé un cylindre de 5mm de diametre sur 10mm de haut. IlIs
ont alors recu une force de compaction de 5N (cf J VI.6), puis de 20N, puis de
50N.
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Le tableau 8 illustre les variations de hauteur lors de 'application de différentes
forces de compaction pendant une minute, lorsque le cylindre est rempli de gros

ou de petits copeaux.

Taille de I’échantillon GC PC
ON 10mm 10mm
5N 9.9mm 8.1mm
20N 8.4mm 6.5mm
50N 7.1mm 4.5mm

Tableau 8 : Variation de la taille en mm de I'échantillon cylindrique en fonction de
la pression appliquée en Newtons (N). Les échantillons sont de volume initial égal.
L’échantillon occupé par des petits copeaux (PC) se compacte de facon beaucoup
plus importante que I'échantillon occupé par les gros copeaux (GC).

Nous avons utilisé le microscanner a une pression initiale minime de 5N afin de
comparer les porosités initiales des deux échantillons. Un volume particulier
(ROI) a été sélectionné au sein de chacun des échantillons, expliquant le volume
osseux différent (BV= Bone volume). Ce volume sélectionné permet de se
concentrer sur la structure interne méme de 1'os, sans tenir compte des espaces
vides dans le cylindre. A 5N la porosité de I’échantillon de GC est de 75% contre
74% pour les PC. L’épaisseur trabéculaire moyenne est un peu plus importante
pour I'échantillon avec gros copeaux. La séparation trabéculaire moyenne est
relativement équivalente entre les échantillons (Tableau 9).

Néanmoins lorsque I'on s’intéresse a I’épaisseur et I'organisation trabéculaire, on
voit déja une différence importante. Il existe un plus grand nombre de travées
osseuses dont l'épaisseur est comprise entre 0.259 et 0.537 mm pour
I’échantillon de gros copeaux que pour I'échantillon de petits copeaux.

La distribution en terme de séparation trabéculaire differe également avec des
chiffres de séparation trabéculaire plus importants pour I’échantillon PC que
pour I'échantillon GC (tableau 10).

5N est une pression minime pour évaluer les différences entre les deux

échantillons de départ avant d’appliquer une compaction. On voit déja une
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différence de structure entre les échantillons faits de petits copeaux par rapport

a ceux faits de gros copeaux.

Description Abbreviation | Value Value Unit
Number of layers 275 376
Lower vertical position 3.90158 3.22478 mm
Upper vertical
position 9.35584 10.68955 mm
Pixel size 19.90604 19.90604 um
Lower grey threshold 60 60
Upper grey threshold 255 255
Tissue volume TV 105.81683 144.68097 mmA3
Bone volume BV 27.67874 36.12928 mmA3
Intersection surface i.S 9.36702 9.89241 mmA”2
Trabecular thickness |Tb.Th 0.17767 0.19480 mm
Trabecular number Th.N 1.47226 1.28190 1/mm
Trabecular separation |Th.Sp 0.39329 0.41628 mm
Total porosity
(percent) Po(tot) 73.84278 75.02832 %

Tableau 9 : Analyse microscanner sur deux ROI pré-définis des échantillons de

petits copeaux (PC) et gros copeaux (GC). Les valeurs de porosité et de séparation
trabéculaire sont relativement équivalentes entre les deux échantillons. Par contre

I’épaisseur trabéculaire moyenne est plus importante pour I'échantillon de GC
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PC GC

Trabecular thickness distribution Th.Th

Volume Percent volume in Volume Percent volume in
Range Mid-range range range
o o mm~3 % mm”3 %
0.020 - <0.060 0.040 1.02465 3.6847 1.41525 3.8968
0.060 - <0.100 0.080 3.42981 12.3339 4.82511 13.2855
0.100 - <0.139 0.119 4.27365 15.3684 5.24621 14.4449
0.139 - <0.179 0.159 6.33349 22.7758 6.68571 18.4085
0.179 -<0.219 0.199 5.52286 19.8607 5.47886 15.0855
0.219 - <0.259 0.239 3.12179 11.2263 3.80137 10.4667
0.259 - <0.299 0.279 2.29445 8.2510 3.17260 8.7355
0.299 - <0.338 0.318 1.05725 3.8020 2.37431 6.5374
0.338 - <0.378 0.358 0.45397 1.6325 1.57814 43453
0.378 - <0.418 0.398 0.14876 0.5349 0.90041 2.4792
0.418 - <0.458 0.438 0.14728 0.5296 0.61032 1.6805
0.458 - <0.498 0.478 © 0 0.15886 04374
0.498 - <0.537 0.518 0 0 0.07151 0.1969
f;ziacnkizrsds deviation of trabecular So(To.Th) 0.07578 mm 0.09648 mm
Trabecular separation distribution Th.Sp

Volume Percent volume in Volume Percent volume in
Range Mid-range range range
mm mm mmA”3 % mmA3 %
0.020 - <0.060 0.040 0.67062 0.8596 1.41525 3.8968
0.060 - <0.100 0.080 2.33156 2.9888 4.82511 13.2855
0.100 - <0.139 0.119 2.70799 3.4713 5.24621 14.4449
0.139-<0.179 0.159 4.45252 5.7075 6.68571 18.4085
0.179 - <0.219 0.199 4.98850 6.3946 5.47886 15.0855
0.219 - <0.259 0.239 5.02840 6.4457 3.80137 10.4667
0.259 - <0.299 0.279 6.43596 8.2500 3.17260 8.7355
0.299 - <0.338 0.318 6.15697 7.8924 2.37431 6.5374
0.338 - <0.378 0.358 6.14187 7.8730 1.57814 4.3453
0.378-<0.418 0.398 5.78023 7.4095 0.90041 2.4792
0.418 - <0.458 0.438 5.93322 7.6056 0.61032 1.6805
0.458 - <0.498 0.478 5.13048 6.5766 0.15886 0.4374
0.498 - <0.537 0.518 4.63505 5.9415 0.07151 0.1969
0.537-<0.577 0.557 4.84078 6.2052 0 0
0.577 - <0.617 0.597 2l YE kY 0 0
0.617 - <0.657 0.637 2.39957 3.0759 0 0
0.657 - <0.697 0.677 230 2L 0 0
0.697 - <0.737 0.717 1.72550 2.2119 . 0 0
0.737-<0.776 0.756 ek Ly . 0 0
0.776 - <0.816 0.796 DAL st . 0 0
0.816 - <0.856 0.836 L7 LT . 0 0
i;z;r;(::;i:ewatlon of trabecular So(Tb.5p) 0.18480 mm . 0.09648 mm

Tableau 10 : Analyse de la structure des travées osseuses. Répartition des travées
de différentes épaisseurs. Répartition des séparations trabéculaires plus ou moins

importantes.
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VL.5.d) Analyse CFU-F

Des cultures de CFU-F (annexe 2) ont été réalisées a partir de petits et

gros copeaux issus de deux tétes fémorales fraiches (col fémoral). Un méme
volume initial de 5mm de diametre sur 10mm de hauteur a été rempli, soit avec
de gros copeaux prélevés a la curette 4x6mm, soit avec de petits copeaux,
prélevés a la curette 3x1mm. Un échantillon de PC et un échantillon de GC
provient de la premiere téte fémorale (PC1 et GC1). Un deuxieme échantillon de
PC (PC2) et un deuxieme échantillon de GC (GC2) provient de la deuxieme téte
fémorale.
Des cultures de CFU-F ont été réalisés sur flasques de 75cm2 (8 flasques au
total : 2 représentant I'échantillon PC1 (PC1la et PC1b), 2 pour I’échantillon PC2
(PC2a et PC2b), 2 pour I’échantillon GC1 (GC1la et GC1b), 2 pour I’échantillon GC2
(GC2a et GC2Db).

Le nombre de colonies a 15 jours de cultures est un peu plus important pour
I'ensemble des 4 flasques GC (GCla, GC1b, GC2a et GC2b) par rapport aux
flasques PC (Fig. 41 et 42).

CFU-F a partir de PC ou GC
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Figure 41 : CFU-F sur des échantillons de méme volume remplis soit de petits
copeaux issus des tétes fémorales 1 et 2 (PC1a, PC1b, PC2a et PC2b), soit de grands
copeaux issus des mémes tétes fémorales (GC1la, GC1b, PC1a, PC1b).
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Figure 42 : illustration des CFU-F obtenues a partir d’échantillons de méme volume
initial, composés de PC et de GC. PC1a, PC1b, GC1la et GC1b sont issus de la tétes
fémorale 1. PC2a, PC2b, GC2a et GC2b sont issus de la tétes fémorale 2.
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VL.5.e) Discussion

Les résultats en termes de nombre de colonies disponibles et
d’architecture osseuse plus favorable, semblent en faveur du prélevement de
gros copeaux. Il est en outre plus facilement réalisable et les copeaux sont plus
aisément manipulables. Enfin le préléevement de gros copeaux d’os spongieux se
rapprochent plus de la réalité chirurgicale. Néanmoins ces expériences ont
toujours été reéalisées a partir d'un volume constant rempli soit de petits
copeaux, soit de grands. Afin de garantir ces résultats, d’autres essais seraient
intéressants a réaliser en partant cette fois d'un méme poids initial. C’est ainsi
que nous verrons dans le paragraphe 7 que des tests de compaction ont tout de
méme été réalisés sur certains échantillons avec PC, méme si la plus grande

partie de la manipulation est réalisée sur GC.

VI.6) Conception de la machine a compaction (Fig. 43-46)

La force appliquée sur les copeaux en peropératoire a été évaluée dans notre
étude entre 0 et 50N (YIl.7.a). Afin d’appliquer une force constante sur les
échantillons d’os spongieux, nous avons con¢u une machine qui permet de
quantifier la compaction. L’appareil a compaction doit permettre d’appliquer une
force précise sur les échantillons, tout en en laissant la possibilité d’analyser la
microstructure osseuse et de récupérer I'exsudat liquidien s’échappant apres la

compaction.

L’appareil est composé d’'un socle stérilisable, contenant I’échantillon osseux,
placé sous une vis micrométrique et disposé sur un capteur de pression, relié
directement a un compteur numérique de contraintes affichant la force de

compaction en Newtons. L’ensemble est disposé sur un socle général.

Afin de pouvoir analyser la structure des échantillons compactés et de permettre
une stérilisation optimale, le plexiglas a été choisi comme matériau pour usiner

le socle contenant les échantillons et ses différents composants (cuve, plot
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tasseur, filtre, réducteur). Afin de récupérer 'exsudat issu de la compaction de
'os spongieux, il a été nécessaire de disposer une cuve sous I’échantillon, séparé
de celui-ci par un filtre Filtre PORAL BC GRADE 60. Un joint a été rajouté entre le
filtre et le socle interne de l’échantillon et afin de ne pas avoir de liquide
remontant vers |’échantillon. La conception du filtre, I'ajout du joint et le choix
des matieres ont demandé plusieurs essais afin d’obtenir le prototype final de la
machine. Un seul probleme reste non résolu: le volume de I'’exsudat étant tres
faible, il est tres compliqué de le récupérer (méme a la pipette) au vu de la
configuration actuelle de la machine a compaction. Afin de faciliter une
manipulation en vue de l'utilisation chez I'’humain, il serait préférable de faciliter
la récupération de I'échantillon osseux, et de 'exsudat, en modifiant légerement
I'ergonomie générale (diminuer le nombre de piéces qui s’imbriquent).
Néanmoins ce prototype nous a permis de réaliser les manipulations pour les

expériences in vitro et in vivo.

Vis micrométrique

»  Cylindre pressoir

Echantillon

Filtre PORAL BC GRADE 60

Réceptacle de I'excédat

L » Capteurde force

Figure 43 : Schéma initial du prototype de machine a compaction (Schéma C.
Spingarn)
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Vis micrométrique

Capteur

Socle contenant I'échantillon osseux
(stérilisable)

Socle global

Figure 44 : Schéma définitif avant usinage (il manque le joint sur ce schéma) - Vue
globale

Entreaxe

Plot tasseur

./w

Réducteur

Cuve

Socle échantillon

Figure 45 : Schéma définitif avant usinage (il manque le joint sur ce schéma) - Vue
éclatée de la machine a compaction (Schéma C. Spingarn)
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Fig. 46 : Photos de la machine a compaction - prototype final

L’appareil a compaction permet donc de :

- compacter un greffon cylindrique de 5 mm de diametre de maniére
quantifiée.

- récupérer l'exsudat, c’est-a-dire le liquide, qui sort de l’échantillon
osseux, afin d’étudier sa composition et d’analyser l'influence de sa
réinjection dans la greffe.

- analyser la structure osseuse de I"échantillon compacté au micro-scanner.

- stériliser a haute température les parties en contact avec I’échantillon

0SSeux.

Le montage a été concu al’aide du logiciel SolidWorks® puis usiné au laboratoire.
L'exsudat peut étre récupéré par la cuve. A ce jour, les volumes récupérés sont
tres faibles et aucune analyse n'a pu étre réalisée directement sur l'exsudat.

La machine est encore en cours de modification pour permettre d'identifier les

composants de l'exsudat a l'avenir.
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VL.7) Analyse du facteur d’'influence « force de compaction »

VI.7.a) Description de la manipulation

= Echantillons de Gros copeaux issus des tétes fémorales

Afin de tester l'influence de la force de compaction appliquée par le
chirurgien sur la greffe d’'os spongieux en per-opératoire, nous avons élaboré

une manipulation in vitro avant de passer a la phase in vivo.

L’0os spongieux est prélevé au niveau du col fémoral a 'aide d’'une curette de
6x4mm, de facon stérile, afin de prélever des gros copeaux, comparables a ceux

réalisés en chirurgie (Fig. 47 et 48).

Figure 47 : lllustration du plan de travail sous hotte. L’ensemble de la manipulation
est réalisé de facon stérile. Les copeaux prélevés sont pesés et transférés dans les
chambres stérilisables de la machine a compression (A et B) de fagon a ce que tous
les échantillons aient un poids équivalent.
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Figure 48 : Téte fémorale fraiche dont le col est prélevé a la curette de 4x6mm.

Les gros copeaux mesurent entre 5 et 6mm de diametre. IIs sont prélevés de
facon la plus reproductible possible entre les différentes tétes fémorales (Fig.49).

A chaque téte, un nouveau plateau technique stérile est réalisé.

Les regroupements de gros copeaux sont ensuite pesés afin de pouvoir
transférer pour une méme téte le méme poids dans les 3 ou 4 éléments
stérilisables de la machine a compaction (Fig. 47 et 50). On obtient donc 3 ou 4
tas de copeaux de poids équivalent (Fig. 51), qui seront transférés dans les socles

stériles de la machine a compaction (Fig. 52).

Le socle interne est ensuite transféré dans la machine a compaction. Une
pression de 0, 5, 20 ou 50N est appliquée a I’échantillon a I'aide de la machine a
compaction pendant une minute. La pression est induite par I'avancement de la
vis micrométrique contre le plot du socle interne. Plus la vis avance et plus la
pression monte. Quand la pression souhaitée (ex: 20N) est acquise, alors

I'avancement de la vis est maintenu pendant une minute. On observe bien sir
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que la pression initiale souhaitée (ex: 20N) décroit au bout de quelques
secondes mais ne retourne jamais a ON dans la minute. Ceci est di au
comportement visco-élastique de I'os spongieux. Ainsi avec 'avancée de la vis
micromeétrique, 'os mis en compression voit sa structure se modifier notamment
au niveau trabéculaire. L’augmentation de la force de compaction induit une
« cassure » de sa structure initiale et c’est pourquoi on observe une décroissance
de la force appliquée. On peut observer sur les socles internes les avancées

différentes du plot en fonction de la force appliquée (Fig. 53).

Figure 49 : Prélévement de gros copeaux au niveau du col fémoral des tétes
fémorales fraiches 1 et 2 (OF1 et OF2)
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Figure 50 : Pesée des copeaux (résultat en g)

Figure 51 : Tas de copeaux de poids équivalents préts a étre transférés dans les
socles internes stériles de la machine a compaction.
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Figure 52 : socles internes stériles de la machine a compaction. Version initiale en
aluminium pour les cultures CFU-F. Version finale en plexiglas résistant a la
stérilisation pour utiliser les socles en culture CFU-F mais également pour I'analyse
directe par microscanner.

Figure 53 : Avancée différentielle du plot interne en fonction de la force de
compaction appliquée.

Les socles internes sont ensuite directement transférés vers le microscanner
(Microscanner in vitro SKYSCAN1172, Imagerie 3D haute résolution 5 a 30

microns3) ou vers les cultures de CFU-F. Les échantillons sont soit dédiés au
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microscanner ou soit aux cultures. Ainsi les cultures de CFU-F ne sont pas

influencées par une irradiation cellulaire par le microscanner au préalable.

Ainsi une téte est prélevée soit pour 'analyse microscanner, soit pour les CFU-F,
soit les prélévements sont dédoublés pour étre dirigés vers la culture ou le
microscanner.

Au total pour le microscanner, des échantillons sont testés a partir de 5 tétes
fémorales dont 2 en double, soit 7 séries de gros copeaux testés entre 0 et 50N :

OF1, OF1-Bis, OF2, OF2-Bis, OF4, OF5, OF6.

Pour les cultures de CFU-F, les échantillons sont sortis de facon stérile des socles
internes puis dirigés vers la réalisation de CFU-F selon le protocole de I'annexe 2.
Au total, pour les CFU-F, 5 tétes fémorales sont prélevées et les échantillons sont
testés apres compaction de 0, 20 et 50N (OF1 a OF5). 2 flasques correspondent a
chaque force de compaction pour un échantillon soit par exemple OF1-20N et

OF1Bis-20N.

En fonction de la force de compaction appliquée, on peut observer a la sortie des

échantillons des socles internes (avant CFU-F) que la hauteur des échantillons

diminue de fagon importante avec I'application de la force de compaction (Fig.

54).

Figure 54 : Différence de hauteur des échantillons en fonction de la force appliquée
avant leur transfert vers les culture de CFU-F.

119



= Echantillons de petits copeaux issus des tétes fémorales

La manipulation a également été réalisée en paralléle sur échantillons de

petits copeaux (Fig. 55), a poids équivalent et provenant des mémes tétes que les
grands copeaux (OF1, OF2 et OF4). Ils sont prélevés a l'aide d’'une curette de

3x1mm. Une analyse microscanner et des cultures de CFU-F sont réalisées. Ainsi

les prélevements de GC et PC pourront étre comparés a poids équivalent

(cfVL5.e)

Figure 55 : Préléevement des échantillons composés de petits copeaux sur les mémes
tétes fémorales que les échantillons a gros copeaux, a poids égal, afin d’établir une
comparaison de I'analyse microscanner et CFU-F.
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= Echantillons de gros copeaux issus d’os spongieux iliaque

Certains échantillons ont pu étre prélevés a partir de déchets opératoires
d’os spongieux iliaque chez un enfant et trois adultes. Les poids de départ
peuvent différer en fonction de la quantité de déchets opératoires disponible par
patient.

Les échantillons sont composés de copeaux de taille équivalente par rapport aux
gros copeaux d’os fémoral (Fig. 56). Ils sont manipulés de facon stérile en fin
d’intervention, divisés en 3 tas de poids égal (Fig. 57 et 58). Ces échantillons sont
introduits dans les socles internes et compactés a ON, 20N et 50N (Fig. 59).

Certains sont dirigés vers les cultures de CFU-F (12 échantillons issus de 4
patients) et d’autres vers le microscanner (3 échantillons issus d’'un patient

compacté a 0, 20 ou 50N).
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Figure 56 : Copeaux d’os iliaque issu de déchets opératoires, prelévés a la curette de
4x6mm.
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Figure 57 : Manipulation au bloc opératoire, en fin d’intervention, des copeaux d’os
iliaque issus de déchets opératoires et Pesée.

Figure 58 : Echantillons composés de copeaux d’os iliaque de poids égal, avant leur
introduction dans les socles internes de la machine a compaction.
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Figure 59 : Différence d’évolution du plot interne du socle interne de la machine a
compaction en fonction de la force appliquée et différence de hauteur des
échantillons en fonction de la force de compaction avant leur transfert vers les
cultures de CFU-F.

VI.7.b) Analyse microscanner

= Echantillons de Gros copeaux issus des tétes fémorales

(Tableau 11)

La premiere analyse de notre étude se porte sur les échantillons
composés de gros copeaux d’os spongieux prélevés sur le col fémoral.
Le poids initial de ces différents échantillons est compris entre 0.17g et 0.26g.
Apres I'application d’une force de compaction pendant une minute, une nouvelle

pesée est réalisée et une perte de poids de chaque échantillon est systématique.
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Ainsi apres une compaction de 50N pendant une minute, les échantillons ont
perdu entre 0.05 et 0.1g. L’hypothese principale de cette perte de poids est une
perte d’exsudat. Cet exsudat liquidien pourrait étre analysé a plus grande échelle,
a l'aide d’'une machine a compaction et d’'une cuve plus grande. En effet il est
difficilement récupérable méme a l'aide d’'une micropipette dans notre
expérience. Il serait intéressant de l'analyser par la suite afin d’évaluer
exactement sa composition, notamment en cellules souches mésenchymateuses

et en cellules sanguines.

Lorsque l'on applique une force de compaction aux échantillons, la vis
micrométrique avance au contact de I'échantillon (via le plot supérieur) et
entraine une diminution de la hauteur de I’échantillon. Les échantillons
composés de gros copeaux d’os spongieux fémoral mesurent 11mm au départ,
9.55mm en moyenne [8.8;10.25] apreés une compaction de 5N, 6.9mm en
moyenne [6.5;8.2] apres une compaction de 20N et 5.43mm en moyenne
[4.5;6.6] apres une compaction de 50N. Lorsque 'on regarde deux échantillons
issus de la méme téte fémorale (par exemple OF1 et OF1Bis sur le tableau 11), on
remarque que la perte de hauteur apres la méme force de compaction est
quasiment identique. De méme entre les différentes tétes, le déplacement de la
vis micrométrique est proche, donc on suppose que les différentes variations
d’architecture osseuse sont comparables.

Etant donné que l'ensemble de I'échantillon est analysé a chaque passage au
microscanner, le volume osseux (BV=Bone volume) reste constant entre les
différents échantillons mais le volume tissulaire (TV = Tissu volume diminue).
Ainsi sous l'effet de la force de compaction appliquée, le rapport BV/TV
augmente. Nous observons (Fig. 60) que ce rapport augmente de facon

équivalente pour I'’ensemble des échantillons.
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BV/TV
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Figure 60 : Evolution du rapport volume osseux (BV=Bone Volume) sur volume
tissulaire (TV= Tissu volume) avec 'application d’une force de compaction entre 0
et 50N.

Lorsque 'on s’intéresse a la porosité des échantillons, on voit qu’elle diminue
avec 'application de forces de compaction croissantes, de 80% en moyenne [77;
83] a ON jusqu’a 67% en moyenne [51;76] apres une compaction de 50N. On
peut noter sur la Figure 61 que les courbes de porosité issues des différents
échantillons sont relativement paralleles et comparables (en dehors de
I’échantillon OF4). La manipulation parait donc assez reproductible en prenant
différents échantillons sur une méme téte fémorale ou méme sur des tétes

fémorales différentes.
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Figure 61 : Evolution de la porosité (en %) des échantillons osseux de gros copeaux
d’os spongieux fémoral avec l'application d’une force de compaction entre 0 et 50N.

Le microscanner permet également de connaitre la structure méme des
échantillons, en termes de nombre, épaisseur et séparation des travées. Le
nombre de travées augmente avec la compaction et distance de séparation entre
les travées diminue (Fig. 62 et 63). En effet la force appliquée entraine de fagon

logique une « compaction » donc un rapprochement des travées.
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Nombre de travées / mm

3,000
2,800
2,600
2,400
2,200
2,000
1,800
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1,400 4_‘—""__,—::=='—
1,200

==

1,000
ON 5N 20N 50N

s OF] e OF1Bis OF2 e (QF2Bis OF4 e OF5 emmmmm OF6

Figure 62 : Evolution du nombre de travées (par mm) des échantillons osseux de
gros copeaux d’os spongieux fémoral avec I'application d’une force de compaction
entre 0 et 50N.

Séparation trabéculaire GC (mm)
0,700

0,600 —

0,500

0,400

0,300
0,200

0,100
ON 5N 20N 50N

s OF] e OF1Bis OF2 e (QF2Bis OF4 e OF5 o OF6

Figure 63 : Evolution de la distance de séparation entre les travées osseuses (en
mm) des échantillons de gros copeaux d’os spongieux fémoral avec I'application
d’une force de compaction entre 0 et 50N.
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L’épaisseur moyenne des travées (tableau 11) ne montre quant a elle que peu de
modification avec 'application d’une force de compaction.

L’analyse microscanner permet non seulement de connaitre I'épaisseur moyenne
des travées osseuses de I’échantillon mais également la répartition des travées
osseuses en termes d’épaisseurs données (Tableau 12 et Fig. 64 et 65). Encore
une fois on observe que la répartition des différentes épaisseurs de travées
osseuses est assez stable malgré I'application d'une force de compaction, comme
illustré sur les Figures 64 pour OF1 et 65 pour OF2. La majorité des travées
osseuses ont une épaisseur comprise entre 0.060mm et 0.180mm, soit des

travées d’épaisseur moyenne a faible.
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OF1-ON OF1-5N

. 0/
- 8% 18 6o
10%

. 6
17 c‘!{n 16 /0

20% 20%

OF1-20N OF1-50N

10%

16%

= (.020 - <0.060
H0.060 - <0.100
=0.100-<0.140
m0.140 - <0.180
H0.180 -<0.220
=0.220 - <0.260
H0.260 - <0.300
m0.300 - <0.340
m0.340 - <0.380
m 0.380 - <0.420
N 0.420 - <0.460
m0.460- <0.500

Figure 64 : Epaisseur des travées osseuses de la série OF1 en fonction de la force

appliquée (mm)
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OF2-ON | OF2-5N

E0.020 - <0.060
m0.060 -<0.100
w0100 -<0.140
m0.140 - <0.180
®m0.180 -<0.220
=0.220 -<0.260
H0.260 - <0.300
W0.300 - <0.340
m0.340 - <0.380
m0.380 - <0.420
W0.420 - <0.460
®0.460 - <0.500

OF2-20N OF2-50N

Figure 65 : Epaisseur des travées osseuses de la série OF2 en fonction de la force
appliquée (mm)

= Echantillons de petits copeaux issus des tétes fémorales /

comparatif (Tableau 13)

Afin de comparer les échantillons de petits et grands copeaux d’os
spongieux fémoral a poids équivalent, nous avons reproduit la manipulation et
réalisé en parallele sur 3 tétes (OF1, OF2 et OF4) une analyse microscanner a

I'aide d’échantillons composés de petits copeaux.
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La masse initiale des échantillons de petits copeaux est compris entre 0.16 et
0.26g en fonction des tétes fémorales. Il est surtout plus difficilement
reproductible. En effet il est plus difficile d’obtenir la méme masse d’échantillons
a mettre dans deux socles internes avec les petits copeaux par rapport aux gros
copeaux.

Ainsi afin de comparer a poids initial égal, OF1-PC sera comparé avec OF1, OF2-
PC avec OF2Bis principalement. Pour OF4-PC, il n'a pas été techniquement
possible d’obtenir les 0.20g d’OF4 mais uniquement 0.16g. Apres 'application
d’'une compaction de 50N pendant une minute, les échantillons de PC ont perdu
entre 0.06 et 0.12g. De plus la variation de hauteur de I'échantillon apres
compaction est bien plus importante qu’avec les échantillons de GC. En effet les
échantillons mesurent 11mm (OF1-PC) ou 10mm (Of2-PC et OF4-PC) au départ
pour atteindre déja 7.9mm de moyenne [7.2;8.5] aprés une compaction de 5N,
5.6mm de moyenne [4.7;7.3] aprés une compaction de 20N et 3.4mm de
moyenne [3 ;4.1] apres une compaction de 50N.

Lorsque l'on observe les échantillons d’OF4 et OF4-PC (Fig.66) apres une
compaction de 50N, on observe une importante différence de hauteur des

échantillons.

Figure 66 : Différence de la hauteur des échantillons placés dans le socle interne de
la machine a compaction, apres une compaction de 50N, entre OF4 (A) et OF4-PC

(B).
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Comparativement aux gros copeaux, I'augmentation du rapport BV/TV pour les
petits copeaux est équivalente (Fig. 67), mais le volume osseux de départ (BV)
est plus faible pour les PC a poids initial équivalent (Fig.68). On observe méme
des variations du volume osseux avec l'application de la force de compaction
pour OF4-PC. Ceci peut témoigner de la difficulté de manipulations des PC et du

mangque de reproductibilité qui en émane.

BV/TV PC
60
55
50
45
40
35
30

25 /
20

ON 5N 20N 50N

e OF1-PC e OF2-PC OF4-PC

Figure 67 : Evolution du rapport volume osseux (BV) sur volume tissulaire (TV)
avec l'application d’une force de compaction entre 0 et 50N, pour les échantillons
de petits copeaux (OF1-PC, OF2-PC, OF3-PC).
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BV PC versus GC
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ON 5N 20N 50N

e OF1-PC e OF2-PC OF4-PC e (0F1-GC OF2Bis-GC OF4-GC

Figure 68 : Comparaison du volume osseux (BV) des échantillons de PC et de GC a
poids initial équivalent. Ainsi on observe qu’a poids de départ égal, le BV des
échantillons de gros copeaux est plus important que celui de I"échantillon de PC issu
de la méme téte fémorale : BV OF1>BV OF1-PC, BV OF2-Bis > BV OF2-PC

La porosité des échantillons de petits copeaux (Fig. 69) diminue de 82% en
moyenne a ON, jusqu’a 75% en moyenne a 5N et 73% en moyenne a 20N. Ces
courbes de porosité sont comparables aux porosités des échantillons de gros
copeaux. En particulier lorsque I'on s’intéresse aux échantillons issus des mémes
tétes fémorales (Fig.70), on peut remarquer que les courbes sont réellement

équivalentes et comparables.
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Porosité PC

90,000
80,000
70,000 \
60,000
50,000
40,000
30,000
ON 5N 20N 50N
== (F1-PC === OF2-PC OF4-PC

Figure 69 : Evolution de la porosité (en %) des échantillons osseux de petits
copeaux d’os spongieux fémoral avec I'application d’une force de compaction entre
0 et 50N.

Porosité PC versus GC
90,000

— .
80,000 pa— \

70,000 \

60,000
50,000
40,000
30,000
ON 5N 20N 50N
s OF1-PC e OF2-PC OF4-PC e (0F1-GC OF2Bis-GC OF4-GC

Figure 70 : Comparaison de I'évolution de la porosité (en %) avec I'application
d’une force de compaction entre 0 et 50N, des échantillons de PC et de GC a poids
initial équivalent. Ainsi on observe qu’a poids de départ égal, la porosité des
échantillons de PC et de GC est équivalente pour la méme téte fémorale concernée
(OF1 et OF1-PC, OF2-Bis et OF2-PC, OF4 et OF4-PC).
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Comme pour les échantillons de gros copeaux, la distance de séparation entre les
travées diminue avec l'application de la force de compaction (Fig.71). Cette

diminution reste du méme ordre que pour les échantillons de gros copeaux.

Séparation trabéculaire PC(mm)
0,7

0,6

0,5 =
~—__

0,4 \

0,3 \

0,2

0,1
ON 5N 20N 50N

e OF1-PC e OF2-PC OF4-PC

Figure 71 : Evolution de la distance de séparation entre les travées osseuses (en
mm) des échantillons de petits copeaux d’os spongieux fémoral avec I'application
d’une force de compaction entre 0 et 50N.

L’épaisseur moyenne des travées des échantillons de petits copeaux (tableau 14
et Fig.72) ne montre également que peu de modification avec 'application d’'une
force de compaction, comme pour les gros copeaux. Par contre lorsque 'on
observe la répartition des différentes épaisseurs de travées osseuses entre GC et
PC, on peut noter que les travées osseuses des échantillons de PC de faible
épaisseur sont plus nombreuses que pour les échantillons de GC comme l'illustre
la figure 73 pour les séries OF1 et OF1-PC a 5 et 50N et la Figure 74 pour les
séries OF2Bis et OF2-PC a 5 et 50N. Ainsi a 5N, on observe pour OF1-PC 25% de
travées d’épaisseur comprise entre 0.06 et 0.1mm et 23% d’épaisseur entre 0.1
et 0.14mm contre respectivement 17% et 16% pour OF1 (GC).

Cette différence se maintient a 50N. De méme pour OF2-PC, on observe 29% de
travées d’épaisseur comprise entre 0.06 et 0.1mm et 26% d’épaisseur entre 0.1

et 0.14mm contre respectivement 24% et 22% pour OF2Bis (GC). Cette
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différence est également maintenue a 50N. Ainsi les échantillons de GC
contiennent une part plus importante de travées d’épaisseur moyenne (de 0.180
a 0.340mm) par rapport aux échantillons de PC, dont I'épaisseur des travées

reste faible majoritairement.

OF1 OF1 OF OF2 OF2 OF2 OF2 OF4 OF4 OF4 OF4
OFIPC-ON  PC- PC- 1PC- PC- PC- PC- PC- PC- PC-  PC- PC-

5N 20N 50N ON 5N 20N 50N ON 5N 20N 50N
Trabecular
thickness
distribution

Percent
volume in

Range range
mm % % % % % % % % % % % %
0.020 - <0.060 9 9 9 9 9 9 9 10 3 3 3 2
0.060 - <0.100 25 25 26 26 28 29 30 31 12 11 12 8
0.100 - <0.140 22 23 22 23 25 26 26 25 15 14 15 10
0.140-<0.180 20 20 20 20 19 18 18 18 23 23 23 18
0.180 - <0.220 13 13 12 12 9 9 8 8 18 19 19 20
0.220 - <0.260 6 6 6 6 5 4 4 4 11 12 12 15
0.260 - <0.300 3 3 3 3 8 3 2 3 8 9 8 13
0.300 - <0.340 1 1 1 1 2 2 2 1 4 4 4 7
0.340 - <0.380 1 0 1 1 1 1 0 0 2 2 2 4
0.380-<0.420 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2
0.420 - <0.460 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
0.460 - <0.500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tableau 14 : Répartition des épaisseurs de travées en fonctions de la force de
compaction appliquée pour les échantillons de petits copeaux issus des tétes
fémorales de OF1, OF2 et OF4.
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OF1 PCON

OF1 PC5N

OF1 PC 20N

6% 9%

12%

20%

26%

OF1 PC 50N

505 9%
12%

m0.020 - <0.060
m0.060 - <0.100
= 0.100 - <0.140
m0.140 - <0.180
E0.180-<0.220
=0.220 - <0.260
m0.260 - <0.300
m0.300 - <0.340

Figure 72 : Epaisseur (en mm) des travées osseuses de la série OF1-PC en fonction

de la force appliquée
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OF1-5N (GC) OF1 PC 5N

® 0.020 - <0.060
m 0.060 - <0.100

6% 9% ®0.100 - <0.140
13% m 0.140 - <0.180
m 0.180 - <0.220
®0.220 - <0.260
B 0.260 - <0.300
B 0.300 - <0.340
m 0.340 - <0.380

OF1-50N (GC) OF1 PC 50N

18%

17%

Figure 73 : Comparaison de I'épaisseur des travées osseuses des séries OF1 et OF1-
PC apreés une compaction de 5N et de 50N (mm). On observe ici que I’échantillon de
gros copeaux (OF1) comprend une part de travées plus épaisse que I'échantillon de
petits copeaux (OF1-PC).
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OF2 Bis-5N (GC) OF2 PC 5N

B 0.020 - <0.060
H(.060-<0.100
®0.100 - <0.140
m0.140 - <0.180
m0.180 - <0.220
m0.220 - <0.260
m(.260 - <0.200
m0.300 - <0.340
B340 - <0380

OF2 Bis-50N (GC) OF2 PC-50N

Figure 74 : Comparaison de I'épaisseur des travées osseuses des séries OF1 et OF1-
PC apreés une compaction de 5N et de 50N (mm). On observe ici que I’échantillon de
gros copeaux (OF2Bis) comprend une part de travées plus épaisse que I'échantillon
de petits copeaux (OF2-PC).
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= Echantillon de gros copeaux d’os spongieux iliaque (Tableau

15)

Type d'échantillon Os iliaque 1-ON Osiliaque 1-5N  Osiliaque 1-20N Os iliaque 1-50N
Poids (g) 0,25 NC NC 0.10

Taille échantillon 11 10,5 7,9 6,3

Tissue volume (mm3) TV 233,14933 228,40878 175,83129 142,21616
Bone volume (mm3) BV 67 67 67 66
Percent bone volume (%) BV/TV 28,73 29,21304 38,05 46,23
Trabecular thickness (mm) Tb.Th 0,1538 0,17727 0,16157 0,1707
Trabecular number (1/mm)  Tb.N 1,31595 1,64798 1,9331 2,4614
Trabecular separation (mm) Th.Sp 0,44789 0,38095 0,29574 0,22858
Total porosity (%) Po(tot) 79,76119 70,78696 68,76619 57,98321
Degree of anisotropy DA  1,18393(0,15535) 1,18119 (0,15339) 1,09637 (0,08790) 1,24134 (0,19442)

Tableau 15 : Analyse microscanner des échantillons de petits copeaux issus du col
des tétes fémorales OF1, OF2 et OF4

Cette analyse microscanner est limitée par le fait qu’'un seul échantillon issu de
déchets opératoires est analysé, les trois autres déchets opératoires étant
destinés aux cultures de CFU-F. Néanmoins on peut observer que pour un poids
initial équivalent, le volume osseux (BV) de I'os iliaque est plus important que
pour l'os fémoral. En effet le BV moyen des 3 échantillons de GC d’os fémoral
(OF1, OF1Bis et OF2) est de 50% en moyenne [45;58] contre 67% pour
I’échantillon de GC d’os iliaque. Ainsi le rapport BV/TV augmente plus avec
I'application de force de compaction qu’avec I'os fémoral.

Par contre la variation de hauteur de I’échantillon est équivalente aux variations
de hauteur observées pour 'os fémoral.

La porosité de l'os iliaque diminue avec I'application d’'une force de compaction
de 80% a ON jusqu’a 58% a 50N. La variation de porosité semble tout a fait
comparable a celle des échantillons de gros copeaux d’os fémoral (Fig.75) mais
semble seulement légerement plus faible a 50N.

De méme [I'épaisseur trabéculaire moyenne est équivalente a I'épaisseur

trabéculaire moyenne des échantillons de gros copeaux d’os fémoral. La distance
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de séparation entre les travées diminue avec l'application, de la force de
compaction, de fagon similaire aux échantillons d’os fémoral (Fig. 76 et 77).

Ainsi sur un plan d’analyse de la structure osseuse au microscanner, les
échantillons de gros copeaux d’os fémoral et iliaque semble proches, ce qui nous

conforte dans l'utilisation d’os spongieux fémoral pour nos expérimentations.

Porosité GC

90
) \
70
60
50
40
30
ON 5N 20N 50N
OF1 OF1Bis OF2 e (QF2Bis OF5 OF6 OS ILIAQUE

Figure 75 : Comparaison de I'évolution de la porosité (en %) avec I'application
d’une force de compaction entre 0 et 50N, des échantillons de GC d’os fémoral
(courbes bleues) et d’os iliaque (courbe rouge). Ainsi on observe que I'évolution de
la porosité des échantillons de GC d’os iliaque est équivalente a celle des
échantillons de GC d’os fémoral, avec l'application d’une force de compaction.
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Os iliaque-ON Os iliaque -5N

m0.020 - <0.060
m0.060 - <0.100
=0.100-<0.140
m0.140-<0.180
m0.180-<0.220
m0.220 - <0.260
m0.260- <0300
m0.300- <0.340
m0.340 - <0.380

Os iliaque-50N

Figure 76 : Epaisseur des travées osseuses de I'’échantillon de GC d’os iliaque en
fonction de la force appliquée (mm)
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OF1-5N (GC) Os iliaque -5N

m0.020 - <0.060
m(.060 - <0.100
20100 - <0140
m0.140 - <0.180
m0.180 - <0.220
m0.220 - <0.260
m0.260 - <0.300
m0.300 - <0.340
m0.340 - <0.380

OF1-50N (GC) Os iliaque-50N

6% 15%
9%

17%

17% i

Figure 77 : Comparaison de I'épaisseur des travées osseuses des séries OF1 d’os
fémoral et d’os iliaque aprés une compaction de 5N et de 50N (mm). Les épaisseurs
des travées osseuses sont presque parfaitement équivalentes entre les échantillons.
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VL.7.c) Analyse CFU-F

= Echantillons de gros copeaux issus des tétes fémorales

Nous avons ensuite observé I'évolution du nombre de colonies de cellules
souches mésenchymateuses (comptabilisation des CFU-F) apres 15 jours de
culture pour les échantillons de gros copeaux issus de 5 tétes fémorales. Chaque
téte fémorale était prélevée de facon a réaliser 6 échantillons par téte de poids
initial 0.14g. Des CFU-F étaient réalisées a partir de 2 échantillons non
compactés par téte (ex: OF1-ON et OF1Bis-ON), de 2 échantillons compactés a
20N (ex: OF1-20N et OF1Bis-20N) et de 2 échantillons compactés a 50N (ex:
OF1-50N et OF1Bis-50N). Pour les cultures de CFU-F, 2 flasques de 75cm2
étaient réalisées pour chaque échantillon (ex : OFla et OF1b).

Apres 15 jours les CFU-F ont été comptabilisées pour chaque échantillon des 5

tétes fémorales, soit 40 flasques au total.

La figure 78 illustre bien une augmentation du nombre de colonies pour chaque
échantillon avec I'application de la force de compaction.

Cette augmentation est tres importante entre 0 et 20N. La pente de la courbe
s’infléchit ensuite entre 20 et 50N mais le nombre de colonies a 50N est encore

plus important que celui a 20N.
Cette méme observation peut étre réalisée de facon macroscopique sur la Figure

79 (OF1) ou au microscope optique (faible grossissement) sur la Figure 80

(OF5Bis), comme pour toutes les autres tétes fémorales.
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CFU-F

Force de

0 10 20 30 40 50 .
Compaction

—e—0OFla —e—OFlb —e—OF1Bis-a —#—OF1Bis-b —e—O0F2a —e—0F2b —e—OF2Bis-a
—e—0OF2Bis-b—e—0F3a —e—0F3b —e—OF3Bis-a —e—O0F3Bis-b —e—0F4a —e—OF4b
—e—Q0F4Bis-a —+—OF4Bis-b —«—0F5a —#—0F5b  —e—O0OF5Bis-a —e—OQF5Bis-b

Figure 78 : Culture de CFU-F des échantillons de gros copeaux issus de 5 tétes
fémorales (2 flasques par échantillons testés).

Figure 79 : Cultures de CFU-F d’OF1. lllustration de I'augmentation du nombre de
colonies avec I'application d’une force de compaction croissante pendant une
minute.
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oN 20N 50N

Figure 80 : Cultures de CFU-F d’OF5Bis (OF5Bis-a 1¢r ligne et OF5Bis-b 2¢ ligne).
[llustration de I'augmentation du nombre de colonies avec I'application d’une force
de compaction croissante pendant une minute. Observation macroscopique et au
microscope optique (faible grossissement).
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= Echantillons de Gros copeaux issus d’os iliaque

De méme pour 'os iliaque, des CFU-F ont été réalisées a partir de déchets
opératoires (gros copeaux) sur 4 patients. Malheureusement seules les flasques
réalisées a partir des échantillons d’un seul patient ont pu étre observées a J15 et

comptabilisées car les 4 autres ont été contaminées dans I'incubateur.

Sur les échantillons du patient non contaminés, on observe également une
augmentation du nombre de colonies lorsqu’une force de compaction de 20N ou
50N a été appliquée pendant une minute sur I’échantillon (Fig.81).

Néanmoins il est difficile de comptabiliser les colonies de I’échantillon compacté

a 50N car elles sont presque toutes confluentes au 15¢jour.

Figure 81 : Cultures de CFU-F a partir d’échantillons de gros copeaux d’os iliaque.
[llustration de I'augmentation du nombre de colonies avec I'application d’une force
de compaction croissante pendant une minute.
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VI.7.d) Réflexion et Interprétation des résultats

Suite a ces différentes expériences et analyses, on peut conclure de fagon
objective, que la manipulation d’échantillons composés de gros copeaux d’os
spongieux, prélevés a la curette de 4x6mm, est plus aisée et plus reproductible
qu’avec l'utilisation de petits copeaux, prélevés a la curette de 3x1mm.

De plus, a masse initiale égale, le volume osseux (BV) des échantillons de gros

copeaux est plus élevés que celui des échantillons de petits copeaux.

Lorsque I'on compare maintenant I’évolution des propriétés et de I'architecture
osseuse des échantillons de gros copeaux d’os spongieux iliaque et fémoral avec
I'application d’une force de compaction, ceux-ci semblent relativement proches.
Les variations de poids, de hauteur de I'échantillon, de porosité et d’architecture
trabéculaire sont reproductibles entre os fémoral et os iliaque. Le volume osseux
a poids initial égal est cependant plus important pour l'os d’origine iliaque. En
CFU-F, sur le seul échantillon disponible, il est observé que le nombre de colonies
cellulaires obtenues a partir d’échantillons iliaques est supérieur, sous réserve
du nombre limité d’échantillons d’os iliaque. Néanmoins, la source d’os
spongieux d’origine fémorale reste in fine plus facile d’acces et plus abondante.
De plus son approvisionnement pour nos expériences (notamment en in vivo)

est plus régulier.

De facon générale, on observe a l'issu de cette phase in vitro que le rapport
BV/TV augmente avec l'application d’'une force de compaction. La premiére
hypothese serait qu’en appliquant une force de compaction sur I'os spongieux
chirurgicalement dans la fente alvéolaire, on augmente simplement la densité
osseuse pour un volume donné car d’avantage d’os spongieux peut étre placé

dans le méme volume339,

De méme la porosité des échantillons de gros copeaux d’os spongieux diminue en
moyenne de 80 a 67%. La deuxiéme hypothese permettant d’expliquer l'intérét
d’'une force de compaction sur l'os spongieux en chirurgie des fentes, serait que

'activité des ostéoblastes et des ostéoclastes dépendraient de la porosité de I'os.
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En effet, lorsque I'os est trop poreux, les cellules n’auraient pas assez de surfaces
sur lesquelles agir. La méme hypothese pourrait étre issue du résultat de la
distance de séparation des travées qui décroit avec 'application de la force de

compaction.

Sur le plan cellulaire, on observe une augmentation du nombre de
colonies de cellules souches mésenchymateuses au 15¢ jour de culture apres
I'application d’une force de compaction pendant une durée d’'une minute.
L’application d’'une force de compaction est un facteur important car son effet
positif est retrouvé sur '’ensemble des échantillons d’os fémoral et sur celui d’os
iliaque. L’hypothese que les concentrations cellulaires initiales des échantillons
osseux seraient différentes n’est pas recevable car tous les échantillons testés
avaient le méme poids initial. On peut donc supposer que les concentrations
cellulaires étaient tres proches au vu de leur méme origine et technique de
prélevement.

Il n’est pas non plus réaliste de supposer que la force de compaction chasserait
les cellules souches des échantillons dans I'exsudat et ainsi que les échantillons
compactés auraient un nombre de CFU plus important. En effet dans notre
expérience l'exsudat n’est pas récupéré dans la machine a compaction et se
retrouve dans la cuve. L’échantillon est ensuite retiré stérilement de la machine
et les cellules en sont extraites par agitation mécanique. L’agitation mécanique
est réalisée par une machine de fagon strictement reproductible pour tous les
échantillons.

On peut donc en conclure que déja «in vitro », I'application d’'une force de
compaction ne tue pas les cellules mais a tendance a augmenter la population
cellulaire.

En effet on pourrait penser que les forces nécessaires pour tuer une cellule, sont
bien supérieures a la force de compaction appliquée dans notre étude331 332, ]|
est cependant tres difficile de mesurer quelle force ressent la cellule elle-méme
lorsque I'on applique une force de 50N sur I’échantillon.

On observe également qu’il semble exister un phénomeéne de plateau avec une
force de compaction maximale au-dela de laquelle il n’y a plus d’augmentation du

nombre de colonies. Aux forces testées (20 et 50N), ce plateau n’est pas atteint.
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Le résultat « augmentation du nombre de colonies cellulaires avec 'application
d’'une force de compaction de 20 ou 50N » peut s’expliquer par plusieurs
hypotheses:
- L’application d'une force de compaction stimule directement Ia
prolifération cellulaire (stimulus mécanique)
- L’application d'une force de compaction stimule une cellule émettrice
(I'ostéocyte par exemple) qui émet un signal de recrutement et de
prolifération d’autres cellules (cellules souches mésenchymateuses,

cellules pré-ostéoblastiques,...)=> Stimulus biomécanique

On a pu voir que les voies de la mécanotransduction sont tres larges et il est donc
impossible a ce stade de connaitre par quel mécanisme exact la force de
compaction appliquée pendant une minute augmente le nombre de colonies

cellulaires.

Cette étude est assez singuliere car elle permet de voir qu'une force
reproductible par la main humaine pendant une durée donnée, a également un
effet positif au niveau de la prolifération cellulaire. En effet, d’autres travaux ont
été reéalisés utilisant des forces d’intensité plus importante ou cycliques,
montrant des résultats contradictoires331.

Cette conclusion « in vitro » ne doit pas faire oublier que I'os est un tissu. Il est
important d’étudier le role de la matrice osseuse et de la revascularisation car
« No graft is an island » (Carmeliet P.174). Il est donc capital de poursuivre cette

premiere phase par une expérimentation in vivo.
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Chapitre 7 : Conclusion et Perspectives

Dans ce travail de these, nous nous sommes intéressés aux parametres
influencant le résultat d’'une greffe osseuse alvéolaire dans le cas particulier des
fentes labio-palatines. En particulier nous avons souhaité explorer la question de
'effet d'une force mécanique sur l'intégration du greffon. En effet, la littérature
ne permet pas de conclure sur I'intérét clinique d’exercer une compaction sur le
greffon d’os spongieux au moment de son implantation. Pour cela, nous avons
développé un dispositif expérimental spécifique et original, permettant
d’appliquer une compaction a un greffon sous l'effet d’'une force contrélée
pendant une durée donnée. Le dispositif permet également de récupérer pour
analyse l'exsudat issu de la compaction. Une campagne expérimentale a été
menée a partir d’os spongieux issu du col de tétes fémorales fraiches humaines.
Cet os a été prélevé de facon reproductible et dans les conditions compatibles
avec celles de la chirurgie.

Lors de la compaction d'un greffon de 0 a 50N, les caractéristiques
architecturales et cellulaires étaient fortement modifiées. En particulier, la
compaction entraine une diminution de porosité, une augmentation du rapport
volume osseux sur volume tissulaire et des modifications de I'architecture
trabéculaire, associés a une augmentation de population cellulaire. Ce résultat
est reproductible in vitro. Il constitue un nouveau résultat de la mécanobiologie,
intéressant pour le chirurgien et devra étre confirmé in vivo.

Dans la suite de ce travail, nous présentons les perspectives qui permettent de

confirmer ce résultat.

VII.1) Modele in vivo (Fig.82)

Une expérimentation animale est indispensable afin d’étudier in vivo les
caractéristiques d’intégration des greffons osseux soumis a des forces de
compaction croissantes. La greffe d’'os spongieux utilisée sera issue du col de

tétes fémorales humaines fraiches. Cette greffe d’os spongieux sera composée de
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gros copeaux prélevés a la curette de 4x6mm. Quatre forces de compaction sont
testées (0, 5, 20 et 50N). L'os spongieux de poids initial égal sera compacté a
I'aide de la machine a compaction, de facon stérile, a une force contrdélée pendant
une minute puis sera introduit dans toutes les chambres osseuses, directement
en contact avec la corticale calvariale des rats.

Des rat nude de 12 semaines seront utilisés.

Afin de reproduire 'interface greffe osseuse spongieuse/corticale, des chambres
osseuses cylindriques en PEEK dotées d’un trottoir et d’'un couvercle hermétique
seront donc utilisées. Les chambres osseuses ouvertes dans leurs parties
supérieures, seront remplies de greffon osseux spongieux d’origine humaine,
puis fermées hermétiquement par un couvercle en PEEK. Des chambres osseuses

laissées vides seront utilisées comme contrdéles négatifs.

Méme poids
initial Greffe osseuse
spongieuse (os issu
de téte fémorale) :

Gros copeaux

Figure 82 : Modéle expérimental imaginé pour étudier l'interface greffon d’os
spongieux humain/os cortical de la calvaria du rat
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= Analyse microscanner (Fig.83)

Le suivi de la régénération osseuse sera effectué par imagerie au micro-scanner

in vivo a]0,]15,]30, J45, ]60 de fagon non invasive.

L’'imagerie au microscanner in vivo est un outil simple précis et bien documenté
traditionnellement utilisé pour produire des images a trois dimensions de haute
résolution et permet ainsi de mesurer le volume du greffon osseux restant et le
volume et les parametres micro-architecturaux du tissu osseux néoformé. Le
suivi régulier nous permettra de caractériser la cinétique de la résorption et celle
de la néoformation osseuse induite par chaque greffon osseux compacté avec des
forces croissantes. De méme une analyse précise de l'interface corticale du

rat/Greffon osseux pourra étre réalisée.

Procédure du microscanner :

- Anesthésie gazeuse a l'isoflurane jusqu’a '’endormissement complet de
I'animal (isofluorane/02 au masque) et maintenue pendant toute la durée
du scanner (15 minutes).

- Acquisition des images : réalisation d'un scanner centré sur la calvaria a
des doses de rayonnement permettant I'acquisition d’'images de qualités
sans mettre en péril la vie de I'|animal ou compromettre les processus de
formation osseuse.

L’acquisition des images se fera a 50 kV et 100 pA avec un temps d’exposition de

3.3 s par image.

Figure 83: Images scannographiques de [l'évolution de l'os spongieux dans la
chambre au cours du temps et de l'interface corticale/ os spongieux. Chambre en
PEEK (compatible et radio-transparente) sur la calvaria in vivo.
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= Analyse de la néoangiogénese

Il est capital d’étudier la revascularisation du greffon d’os spongieux!78.
L’application d’une force de compaction modifie-t-elle positivement?>! ou
négativement la revascularisation de celui-ci ?

Pour y répondre, un échantillon osseux impacté avec la méme force que celui
introduit dans la chambre calvariale sera positionné en sous-cutané au niveau du
dos de l'animal, dans le méme temps d'implantation. Une analyse
histomorphométrique ainsi qu'un immunomarquage par CD31+ permettront de

voir la colonisation de néo-vaisseaux dans le greffon.

= Analyse de l'interface Greffon / Corticale calvariale

Une analyse histologique et histomorphométrique sera également réalisée a 2 ou
a 8 semaines en fonction du groupe (tableau 16) apres mise a mort de I'animal.
Cette analyse permettra d’étudier l'interface entre greffon d’os spongieux et os
cortical calvarial du rat.

Une étude histomorphométrique pourra étre réalisée a partir de criteres
d’évaluation retrouvés communément308-310 retranscrits dans le tableau 16.

Une coloration Hématoxyline/éosine pourra étre utile pour déterminer le niveau
de minéralisation du greffon apres 15 et 60 jours.

Une analyse par RT-PCR permettra de connaitre le niveau d’expression de
collagene 1, Ostéocalcine, Ostéonectine et Ostéopontine et ainsi déterminer le
niveau de différenciation des cellules ostéoblastiques du greffon.

Comme dans la littérature, il est souvent avancé que la greffe d’os spongieux est
largement résorbée par 1'h6te et remplacée par un os néo-formé181, il serait
intéressant de marquer les cellules du greffon (par exemple en utilisant la
recherche d'HLA humain) afin de déterminer la part du greffon ostéo-intégré

provenant du donneur (os greffé).
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Score

Healing Parameters 0 1 2 3

New bone: amount None Scattered islands Thin sheet Bone table with trabeculae
New bone: type None Woven Mixed Lamellar
Fibroblasts, fibrosis Large amounts Moderate Small amounts None
Inflammation, macrophages, giant cells Severe Moderate Some None
Vascularity None Few Moderate Many

Edge bone integration None Some Moderate Extensive

Tableau 17 : Analyse histomorphométrique . Score établi aux différentes sections
histologiques réalisées selon Kim et al. 3%, Qiu et al.3%°, Plachakova et al.31°.

=  Détermination du nombre d’animaux nécessaires

Un nombre de 100 animaux a été estimé pour avoir un résultat statistiquement

reproductif (Tableau 17).

Chambre a os +/- greffe osseuse humaine de Temps Nombre
quantité croissante d’explantation d’animaux
I: Force ON (correspondant a wun -J 15 10
remplissage de la chambre sans application -J60 10
de force préalable)
II: Force 5N -J15 10
-J60 10
III : Force 20N -] 15 10
-J60 10
IV:Force 50 N -J15 10
-J60 10
V: Chambre a os vide (témoin) -] 15 10
-J60 10

Tableau 17 : Estimation du nombre d’‘animaux en fonction des temps d’analyse et
de la force de compaction appliquée aux échantillons testés.

VIL.2) Analyse des cellules issues de la muqueuse nasale

Une des problématiques posées réside dans la composition de la muqueuse
nasale, véritable « toit » de la greffe osseuse alvéolaire et son potentiel a générer
del'os.

La littérature reste pauvre sur I'éventuelle présence de cellules souches,

notamment ostéoprogénitrices au niveau de la muqueuse nasale. Seul Zhang et
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al.333 et Girard et al.334 retrouvent des cellules souches au niveau de la muqueuse
nasale. Zhang et al.333 reporte le prélevement de cellules progénitrices
multipotentes dérivées des crétes neurales au niveau de la muqueuse nasale.
Girard et al.334 décrit son protocole d’extraction de cellules souches a partir de la
lamina propria de la plupart des muqueuses nasales.

Les autres auteurs (Um et al.335, Ji et al.336) restent plus focalisés sur la possibilité
de créer épigénétiquement des iPSCs (Human induced pluripotent stem cells) a
partir de cellules endothéliales de la muqueuse nasale. La plupart des iPSCs
proviennent de cellules endothéliales issues d’'une population pédiatrique et
récupérées par frottis endonasaux. Le potentiel des iPSCs varieraient en fonction

de I'age du donneur car elles pourraient avoir une mémoire épigénétique.

Ainsi dans ce travail, nous avons prélevé, apres consentement du patient, un
fragment de muqueuse nasale au niveau de la fente alvéolaire de 2x3mm chez
des enfants, comme chez des adultes. Les cellules ont été extraites de ces
différents prélevements (annexe 3), et mises en culture.

A partir de ces cultures, sont toujours a I'heure actuelle en cours des tests de
différenciation afin de déterminer le dégré de différenciation (notamment
ostéoblastique possible) de cette population cellulaire et leur éventuel potentiel

totipotent.

VIL.3) Perspectives de modélisation

La mécanobiologie théorique permet aujourd’hui de modéliser de fagon assez
approfondie, les phénomenes de reconstitution osseuse en fonction des stimuli
mécanique, de I'environnement et des conditions aux limites, mais aussi en
fonction des populations cellulaires et des conditions biochimiques. Des modeéles
sophistiqués de mécanobiologie osseuse sont disponibles dans la littérature a ce
sujet332.337-347_On trouvera également dans d’autres travaux348-357, une série de
modélisations mécanobiologiques dont les applications cliniques sont
importantes. Ces modeéles conditionnent I'évolution mécanobiologique d’'un tissu

osseux a la valeur d’'une fonction scalaire, appelé stimulus, dépendant a la fois
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des conditions mécaniques (tenseur des contraintes et des déformations), mais
aussi des conditions biologiques et biochimiques, dont les indicateurs sont
décrits a l'aide de fonction densité sur un volume élémentaire représentatif.
Plusieurs études vont plus loin et permettent d’accéder a une modélisation
locale, par exemple la microstructure osseuse, et donc d’envisager des
simulations patient-dépendant3>8-367. Une présentation simplifiée de ce type de
modele est donnée dans la figure 84.

On présente également dans les figures 85 et 86, des résultats de simulation par
éléments finis appliquée au remodelage osseux. La figure 85 montre les effets
d’'une force de compression sur le comblement osseux. Une poutre présentant
une discontinuité géométrique est alors comblée progressivement lors de
I'application des efforts. La figure 86 décrit une simulation de I'évolution
temporelle d'un greffon soumis a des compactions variables. La encore, la
simulation numérique permet de calculer la cinétique de la densité osseuse en
fonction du temps. On voit clairement les cinétiques augmentées avec l'intensité
de la compaction.

Ces modeles pourraient facilement étre utilisés en complément des analyses in

vivo, afin d’optimiser les conditions expérimentales.
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Elastic bone

behavior Bone Compression———— Bone tension
Oii = Rijki€ri
b v
Oxygen variation with deformation 0, arrival\ O,arrival f
%0, = fi[tr(e)]
W

Cell kinetics with deformation Cell recruiting /
L Migration
D = fi(ei80)
v v
Cell numbering Osteoclasts Osteoclasts

P = f2(%02) proliferation multiplication

Stimulus calculation and bone density change

AS(X.t) = f5[U(Xp, ). d(Xo, 1), D, 5]

a,
% = felsyntpone. respone. S

Figure 84 : Présentation simplifiée d’'un modéle mécanobiologique de
reconstitution osseuse intégrant des évolutions des populations cellulaires en
fonction des nutriments disponibles.

Time t1

Finite element numerical Comsol Multiphysics
simulation

Figure 85 : Analyse par éléments finis d’'un greffon en géométrie de poutre 3D,
soumis a une force de compression. Résultats de recontruction exprimés en densité
osseuse et en densité cellulaire (Comsol Multiphysics®)

164
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(a) 20% (b) 40% (c) 60% (d) 80% (e) 100%

(a) 20% (b) 40% (c) 60% (d) 80% (e) 100%

(a) 20% (b) 40% (¢) 60% (d) 80% (e) 100%

20N

30N

40N

50N

Figure 86 : Analyse par éléements finis du remodelage osseux d’un greffon soumis a
des forces de compaction variable (modele du greffon sur calvaria de rat) de 20 a
50N. Résultats en densité osseuse et en densité de population cellulaire (Image tirée

de la these de Mme Camille Spingarn, doctorat du laboratoire ICUBE)
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Annexe 1 : Document de consentement signé par le patient
accordant l'utilisation de ses déchets opératoires a des fins de
recherche

Centre de compétence des fentes labio-palatines de Strasbourg
Service de chirurgie pédiatrique et service de chirurgie maxillo-
faciale et plastique
Hoépitaux Universitaires de Strasbourg
Laboratoire ICUBE - Université de Strasbourg
Laboratoire B20A - Bioingéniérie et bio-imagerie ostéo-
articulaire

[
‘ r Les Hopitaux UNIVERSITE DE STRASBOURG

2} Universitaires
W deSTRASBOURG J

CONSENTEMENT ECLAIRE

Je SOUSSIGNE(€) .uvvreerer e e bien vouloir participer a une étude
portant sur la greffe osseuse alvéolaire dans le cadre des fentes labio-palatines.
Dans le cadre de cette étude, je consent a ce que mes déchets opératoires (os
spongieux, téte fémorale) soient utilisés a des fins de recherche. Le raisons et les
objectifs m’ont été expliqués par mon chirurgien.
Tout au long de I'étude, je pourrai solliciter les investigateurs afin d’obtenir
d’avantages d’informations sur ce travail de recherche, aux adresses mails
suivantes :

- Caroline.dissaux@chru-strasbourg.fr
ATlissue de I’étude, je disposerai d’un droit d’acces aux résultats de celle-ci.

A Strasbourg / Paris , le..........ooooiiiiiii

Signature, précédée de la mention « lu et approuvé »
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Annexe 2 : Réalisation de CFU-F a partir d’un prélevement
d’os spongieux sur téte fémorale ou a partir de I’os spongieux
prélevé en iliaque.

1 - Extraction cellulaire

a) a partir de cellules issues de I'os spongieux iliaque

b) a partir des cellules issues de |'os spongieux de téte fémorale

- échantillons mis dans 2cc de milieu aMEM 10% SVF

- Agitation du tube pendant 1 min en le retournant de fagon alternative pour
extraire les cellules.

- reprendre 5 ml de milieu et aspirer en aller-retour pour remettre les cellules en
suspension

- renouveler la manipulation une fois

- la trame osseuse décellularisée au bout de la deuxieme fois est conservée dans
un puits a part.

- Les cellules sont transférées dans deux flasques de 75cm2 de fagon équivalente
(méme quantité de milieu enrichi en cellules) afin de réaliser des dupliqua

- Le reste d’os est transféré dans un puits de culture et conserver en parallele des

cultures de CFU.

2 - Mise en culture dans un milieu cMEM 10% SVF

Utilisation de flasque de 75 cm?2 en dupliqua
But : compter les colonies de taille >a 100-1000 cellules

Déterminer le nombre de CFU-F pour 106 cellules a J14-15

3- Changement de milieu a J7
Aspirer le milieu et ajouter 5 ou 10 ml de milieu aMEM 10% SVF
Utilisation de flasque de 75 cm?2 en dupliqua

4- Coloration a J14-]J15
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-Aspirer et jeter le surnageant, rincer 3 fois avec du PBS 1X
-Ajouter 1 volume (5 ml) de mélange PBS1X/Méthanol a 50%/50%
-Aspirer %2 volume et ajouter %2 volume de méthanol 100%

Laisser 10 minutes
-Aspirer et remplacer avec le méthanol 100%

Bien rincer avec le méthanol la couche cellulaire et jeter
-Laisser sécher
-Ajouter 2 ml de Giemsa et laisser 2 minutes
-Ajouter 8 ml d’eau et agiter lentement pdt 2 minutes

-Bien rincer a I'’eau courante et laisser sécher

5- Comptage des colonies a I’aide du logiciel Image]
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Annexe 3 : Mise en culture des cellules issues de la muqueuse
nasale

1- Extraction cellulaire

—> apartir d'un prélévement per-opératoire de muqueuse nasale 3x2mm

- échantillons mis dans 2cc de milieu aMEM 10% SVF

- Centrifugation 1 min

- reprendre 5 ml de milieu et aspirer en aller-retour pour remettre les cellules en
suspension

- transférer le milieu dans une boite de Pétri

- hacher les échantillons au bistouri lames 15

- Rajouter 5ml de milieu

- Transfert du liquide et de 'ensemble des copeaux de facon équivalente dans 2

flasques de 25cm2 afin de réaliser des dupliqua

2 - Mise en culture dans un milieu cMEM 10% SVF

Utilisation de flasque de 25 cm? en dupliqua

But : compter les colonies de taille >a 100-1000 cellules

3- Changement de milieu a J7
Aspirer le milieu et ajouter 5 ou 10 ml de milieu aMEM 10% SVF
Utilisation de flasque de 25 cm?2 en dupliqua

4- Congélation avant tests de différenciation cellulaire

5- Tests de différenciation cellulaire

RT-PCR ostéocalcine, ostéonectine

Immunomarquage, ALP activity
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Résumé

Contexte : La greffe osseuse alvéolaire est désormais considérée comme une étape clé du
traitement chirurgical des fentes labio-palatines. La particularité de cette greffe réside dans sa
géométrie particuliere car I'os spongieux est alors placé entre deux surfaces corticales.
Méthodes : L’objectif de cette recherche est d’abord d’obtenir, a I'aide d’'une revue de la
littérature, une meilleure compréhension de 'histoire de la greffe, des matériaux utilisés et des
facteurs influengant son résultat. Ce travail se porte ensuite sur le développement d'un modele
permettant de simuler les résultats de la greffe en fonction de l'influence de différents
parametres, en particulier 'effet du compactage mécanique sur la greffe osseuse. Les
caractéristiques de la greffe sont observées en fonction de la magnitude de la force appliquée (0 a
50 N). L’os spongieux fémoral et iliaque est utilisé. Une analyse par microscanner et des cultures
de CFU-F sont effectuées.

Résultats : Le micro-scanner permet une caractérisation précise de la structure du greffon en
fonction de la force de compaction appliquée 0, 5, 20 et 50N. Le nombre de CFU-F (Colony
Forming Units-Fibroblats) révele que I'application d’une force de compaction a un impact positif
sur la prolifération cellulaire.

Conclusion : Cette recherche tend a mieux comprendre le remodelage osseux influencé par les
forces de compaction dans le cas particulier de la fente alvéolaire, 1'objectif ultime étant de
guider le chirurgien vers un résultat optimisé.

Résumé en anglais

Background and purpose: Alveolar cleft bone grafting is now widely accepted as one step of cleft
surgical treatment. The peculiarity of this graft stands in its particular geometry: bone is placed
in between two cortical surfaces.

Methods: The objective of this research is first to get, trough literature, a better comprehension
of graft history, graft materials and influencing factors of bone graft integration. Then this work
aims to develop a model to simulate graft results according to the influence of different
parameters, especially the effect of mechanical compaction on bone graft. Graft features are
observed relying on magnitude of the applied force (0 to 50N). Cancellous human femoral and
iliac bones are used. Micro-CT scanning and CFUs culture are performed.

Results: Micro-CT scan gives a precise characterization of the structure of the graft depending of
the applied compaction forces 0, 5, 20 and 50N. The number of CFUs (Colony Forming Units)
shows a positive impact of compaction force on mesenchymal stem cells proliferation.
Conclusion: This research tends to better understand the bone remodeling influenced by
compaction forces in the alveolar cleft particular environment, with the ultimate objective to
guide the surgical procedure.




