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Figure 1. La situatioŶ aŶatoŵiƋue de l’oƌeille est eŶtƌe la ƌĠgioŶ paƌotidieŶŶe et l’aƌtiĐulatioŶ 

temporo-mandibulaire en avant, la fosse temporale en haut et la région massétérine en bas. En 

arrière on retrouve la région mastoïdienne et le ƌoĐheƌ appaƌteŶaŶt à l’os teŵpoƌal.  

 

Figure 2 : FaĐe eǆteƌŶe d’oƌeille eǆteƌŶe. D’apƌğs Rouviğƌe. OŶ ƌetƌouve les diffĠƌeŶts ƌeliefs du 

pavilloŶ de l’oƌeille : le tƌagus, l’aŶtitƌagus, l’hĠliǆ, l’aŶthĠliǆ, la ĐoŶƋue et le loďule. 

 

Figure 3. VascularisatioŶ du pavilloŶ de l’oƌeille. La vasĐulaƌisatioŶ aƌtĠƌielle est assuƌĠe paƌ les 

ďƌaŶĐhes de deuǆ aƌtğƌes, l’aƌtğƌe auƌiĐulaiƌe postĠƌieuƌe et l’aƌtğƌe teŵpoƌale supeƌfiĐielle, 

pƌoveŶaŶt toutes les deuǆ de l’aƌtğƌe Đaƌotide eǆteƌŶe, d’apƌğs l’EMC. 

 

Figure 4. Coupe histologique de cartilage auriculaire, coloration hématoxyline – éosine (photo de 

l’IŶstitut KeŶŶedǇ, UŶiveƌsitǇ of OǆfoƌdͿ. 

 

Figure 5. Coupe histologiƋue ŵettaŶt eŶ ĠvideŶĐe le ƌĠseau d’ĠlastiŶe ƌĠpaƌti eŶ fiďƌes ;Keith et al., 

1977). 

 

Figure 6. Les trois stades de microtie, selon Nagata (Nagata et al.,1994). 

 

Figure 7.  LoĐalisatioŶ pƌĠfĠƌeŶtielle des ĐaƌĐiŶoŵes ďasoĐellulaiƌes d’apƌğs Stauď et al ;ϮϬϬϴͿ. 

 

Figure 8 : Localisation préférentielle des carcinomes épidermoides cutanes (ou anciennement 

spiŶoĐellulaiƌesͿ d’apƌğs Stauď et al ;ϮϬϬϴͿ. 

 

Figure 9. Photos de la ŵoƌsuƌe et de la peƌte de suďstaŶĐe de l’hĠliǆ d’EvaŶdeƌ HolǇfield loƌs de soŶ 
combat contre Mike Tyson en 1997 à Las Vegas. Photos obtenues sur Google. 

 

Figure 10. Vue de faĐe d’uŶe oƌeille brûlée et cicatrisée. On retrouve une perte de substance au 

Ŷiveau de la paƌtie supĠƌieuƌe de l’hĠliǆ, d’apƌğs FiƌŵiŶ et MaƌĐhaĐ ;ϮϬϭϭďͿ. 

 

Figure 11. PƌĠlğveŵeŶt Đostal et sĐulptuƌe de la ŵaƋuette auƌiĐulaiƌe d’apƌğs FiƌŵiŶ et MaƌĐhaĐ 

(2016). La figure (a) représente les cartilages costaux après prélèvement thoraciques. Ensuite, le 

cartilage est dessiné (b) avant la sculpture (c). Enfin les différentes pièces sculptées sont assemblées 

et forment la maquette auriculaire. 
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Figure 12. Photo d’uŶe ŵiĐƌotie avant la reconstruction (a). Après reconstruction en deux temps vue 

latérale (b) et postérieure (c), on retrouve tous les reliefs auriculaires et le sillon rétro auriculaire est 

bien marqué. Cas du Dr Firmin (Firmin et Marchac, 2016). 

 

Figure 13. Implant auriculaire en polyéthylène poreux de chez MEDPOR®. 

 

Figure 14. DisseĐtioŶ d’uŶ laŵďeau de fasĐia teŵpoƌal supeƌfiĐiel vasĐulaƌisĠ paƌ le ƌĠseau teŵpoƌal 

supeƌfiĐiel. L’iŵplaŶt est eŶsuite ŵis eŶ plaĐe au Ŷiveau du site ƌeĐeveuƌ et est ƌeĐouveƌt paƌ le 

lambeau de fascia temporal superficiel. Celui-ci est en suite greffé en peau totale prélevée au niveau 

iŶguiŶal et uŶ sǇstğŵe de dƌaiŶage aspiƌatif peƌŵet l’appliĐatioŶ de la gƌeffe suƌ le laŵďeau Ƌui 

permet sa néovascularisation (Reinish and Tahiri, 2018).   

 

Figure 15. Cas du Dƌ FiƌŵiŶ Ƌui ĐoŶĐğde l’iŶtĠƌġt de l’Ġpithğse auƌiĐulaiƌe loƌsƋu’il Ŷ’Ǉ a pas de 

possibilité cutanée de recouvrement de la maquette cartilagineuse. 

 

Figure 16 : IŶgƌĠdieŶts iŶdispeŶsaďles à l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe, issu de O’BƌieŶ, ϮϬϭϭ. 

 

Figure 17. PƌoĐĠdĠs d’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe, d’apƌğs VaĐaŶti et LaŶgeƌ ;ϭϵϵϵͿ. 

 

Figure 18. Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses (Merceron et al., 2008). 

 

Figure 19. Liste des diffĠƌeŶts ďioŵatĠƌiauǆ Đoŵpatiďles aveĐ l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse, d’apƌğs 

Haisch, 2010. 

 

Figure 20. La coloration HE retrouve des cellules similaires aux chondrocytes (A). La coloration à la 

safranine O est positive et met donc en évidence la synthèse de protéoglycanes (B). La coloration au 

bleu de toluidine est également positive aux composants de la matrice extracellulaire comme les 

pƌotĠoglǇĐaŶes ;CͿ. EŶfiŶ l’iŵŵuŶohistoĐhiŵie ŵet eŶ ĠvideŶĐe la pƌĠseŶĐe de ĐollagğŶe de tǇpe II 

;DͿ, d’apƌğs YaŶg ;YaŶg et al., ϮϬϬϴͿ. 

 

Figure 21. Tiré du chapitre « immunité à médiation cellulaire » du laďoƌatoiƌe d’iŵŵuŶologie de la 

faculté de médecine de Cochin – Port Royal du Pr B Weill. 
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Figure 22. Schéma représentant les différentes étapes de notre protocole de décellularisation. 

 

Figure 23. Photo du Đaƌtilage pulvĠƌisĠ à l’azote liquide, au pilon et au mortier puis tamisée à 750µm. 

 

Figure 24. Photo ŵoŶtƌaŶt la souƌis eŶdoƌŵie, Đhez Ƌui j’iŶsğƌe uŶ fƌagŵeŶt de Đaƌtilage Ŷatif de poƌĐ 

afin de réaliser une xénogreffe (contrôle positif). 

 

Figure 25. A. Le lapin est endormi. Le lambeau cutané est levé et le cartilage accompagné de son 

périchondre est incisé au bistouri. B. Le fragment cartilagineux est ensuite levé puis retiré. C. La bille 

est présentée. D. Elle est ensuite mise en place au niveau du défect cartilagineux. E. Le lambeau est 

eŶsuite ƌeŵis eŶ plaĐe et sutuƌĠ paƌ du PƌolğŶe ϱ/Ϭ. F. L’aspeĐt eŶ fiŶ d’iŶteƌveŶtioŶ est uŶ zig-zag sur 

toute la hauteuƌ de l’oƌeille ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ ϰ dĠfeĐts. 

 

Figure 26. Schéma représentant les défects et comblements de ces défects par différents 

biomatériaux. 

 

Figure 26. La photo de gauche montre les oreilles de porcelet fraichement prélevés. La photo du 

milieu retrouve le cartilage de cette même oreille après exérèse de la partie cutanée et périchondrale. 

Enfin la photo de droite retrouve le cartilage découpé en fragments en vue de la décellularisation. 

 

Figure 27. Dosage de l’ADN apƌğs ĐhaƋue Ġtape de dĠĐellulaƌisatioŶ apƌğs digestioŶ du Đaƌtilage, 

eǆtƌaĐtioŶ de l’ADN et dosage paƌ piĐodƌop. 

 

Figure 28. Marquage au Hoetsch qui confirme l’aďseŶĐe de ŶoǇau Đellulaiƌe eŶ fiŶ de pƌotoĐole de 

décellularisation. 

 

Figure 29. Etude de la ŵigƌatioŶ de l’ADN suƌ gel d’agaƌose. A la fiŶ de l’Ġtape ϰ oŶ Ŷe ƌetƌouve auĐuŶ 

fƌagŵeŶt d’ADN de plus de ϮϬϬ paiƌes de ďases. 

 

Figure 30. Coloration HE du cartilage apƌğs ĐhaƋue Ġtape de dĠĐellulaƌisatioŶ. L’iŶteŶsitĠ de la 

coloration diminue après chaque étape. 
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Figure 31. Dosage des collagènes totaux après chaque étape de la décellularisation. On retrouve une 

diminution progressive de la quantité de collagène. On note également un effet rebond entre la 3
ème

 

et la 4
ème

 étape. 

 

Figure 32. Dosage des GAG par kit Blyscan. La diminution de la quantité des GAG est progressive 

jusƋu’à la deƌŶiğƌe Ġtape, aveĐ toujouƌs Đet effet ƌeďoŶd. 

 

Figure 33. La coloration à la safranine O mettant en évidence les GAG sulfatés retrouve une 

diŵiŶutioŶ pƌogƌessive de l’iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à la diŵiŶutioŶ pƌogƌessive de la 

quantité de GAG. 

 

Figure 34. Dosage de l’ĠlastiŶe apƌğs ĐhaƋue Ġtape de dĠĐellulaƌisatioŶ paƌ le kit Fastin. 

 

Figure 35. La ĐoloƌatioŶ à l’oƌĐĠiŶe ŵettaŶt eŶ ĠvideŶĐe les fiďƌes d’ĠlastiŶe ƌetƌouve uŶe diŵiŶutioŶ 

pƌogƌessive de l’iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à la diŵiŶutioŶ pƌogƌessive de la ƋuaŶtitĠ 

d’ĠlastiŶe. 

 

Figure 36. Coloration HE de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate 

avec et sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 37. ColoƌatioŶ HE de Đultuƌe de CSMMO huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate avec et 

sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 38. ColoƌatioŶ HE de Đultuƌe de CPP huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ et saŶs 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 39. Coloration au bleu alcian de culture de chondrocytes humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et JϮϭ.   

 

Figure 40. Coloration au bleu alcian de culture de CSMMO humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et JϮϭ.   

 

Figure 41. ColoƌatioŶ au ďleu alĐiaŶ de Đultuƌe de CPP huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate 

avec et sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   
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Figure 42. Coloration à la safranine O de culture de chondrocytes humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 43. Coloration à la safranine O de culture de CSMMO humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et JϮϭ.   

 

Figure 44. Coloration à la safƌaŶiŶe O de Đultuƌe de CPP huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate 

avec et sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 45. ColoƌatioŶ à l’oƌĐĠiŶe de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes, CSMMO et CPP huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs dans 

des ďilles d’algiŶate aveĐ adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et JϮϭ.  

 

Figure 46. IHC Col I de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 47. IHC Col I de Đultuƌe de CSMMO huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 48. IHC Col I de culture de CPP humains incorporés daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ adjoŶĐtioŶ 

de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

Figure 49. IHC Col II de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 50. IHC Col II de Đultuƌe de CSMMO huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 51. IHC Col II de culture de CPP humains incorporĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ adjoŶĐtioŶ 

de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 52. IHC ACAN de culture de chondrocytes, CSMMO et CPP humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Figure 53. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. On retrouve une faible 

présence de macrophages CD68+ et CD206+ au sein du tissu de souris avec la condition « alginate + 

poudre ». La fluorescence bleue correspond aux noyaux cellulaires. 
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Figure 54. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. On retrouve une présence 

très modérée de cellules CD68+ et CD206+ dans la condition « alginate ». 

 

Figure 55. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Encore une fois, il y a peu de 

fluorescence rouge et verte qui objective une faible présence de macrophages. 

 

Figure 56. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Sur le contrôle positif, la 

présence de fluorescence rouge et verte en regard du fragment de cartilage non décellularisé est 

importante signifiant une réaction macrophagique notable. Agrandissement x 5. CD68 CD206 * 

cartilage non décellularisé. 

 

Figure 57. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Le contrôle négatif retrouve 

peu de fluorescence rouge et verte ce qui montre une réaction macrophagique très modérée. La 

coloration bleue représente les noyaux cellulaires, la coloration rouge, les cellules marquant le CD68, 

c'est-à-dire les macrophages. 

 

Figure 58. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Le marquage rouge 

représente les cellules CDϲϴ. La ĐoŶditioŶ ϭ est la ďille d’algiŶate et poudƌe, la ĐoŶditioŶ Ϯ l’algiŶate et 

la condition 3 la poudre. On retrouve une absence de bille qui ont été très probablement résorbées à 

J21. 

 

Figure 59. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Le marquage vert représente 

les cellules CD206, le bleu représente les noyaux cellulaires. La ĐoŶditioŶ ϭ est la ďille d’algiŶate et 

poudƌe, la ĐoŶditioŶ Ϯ l’algiŶate et la ĐoŶditioŶ ϯ la poudƌe. OŶ ƌetƌouve ĠgaleŵeŶt uŶe aďseŶĐe de 

bille qui ont été très probablement résorbées à J21. 

 

Figure 60. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence La condition 4 est le contrôle 

positif et la 5 est le contrôle négatif. Le marquge vert représente les cellules CD206. Ici aussi les billes 

ne sont pas mises en évidence et sont probablement résorbées. 

 

Figure 61. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence La condition 4 est le contrôle 

positif et la 5 est le contrôle négatif. Le marquge rouge représente les cellules CD68. Ici aussi les billes 

ne sont pas retrouvées. 
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Figure 62. Eǆeŵple de ƌĠsultats oďteŶus pouƌ l’ELISA de l’IL-10. Les cases A1-A8 représentent la 

gamme. Puis les autres puits contiennent les différents échantillons des souris  

 

Figure 63. Taďleau de la ŵesuƌe optiƋue des ELISA de l’Il-10. 

 

Figure 64. NĠĐƌose d’uŶe hĠŵi-oreille à J4, en rapport avec une lésion de l’aƌtğƌe ĐeŶtƌale de l’oƌeille 

au cours de la chirurgie. 

 

Figure 65. Chiƌuƌgie de defeĐt saŶs ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ. OŶ voit ďieŶ l’iŶteƌƌuptioŶ du Đaƌtilage saŶs ŶĠo-

tissu cartilagineux entre les deux. 

 

Figure 66. Chirurgie de defect et reconstruction par une bille d’algiŶate aveĐ Đellules pĠƌiĐhoŶdƌales 

de lapiŶ. OŶ oďseƌve l’algiŶate ŵais pas de ŶĠoĐaƌtilage. 

 

Figure 67. CoŵďleŵeŶt du dĠfeĐt paƌ uŶe ďille d’algiŶate aveĐ de la poudƌe de Đaƌtilage dĠĐellulaƌisĠ. 

On retrouve cette poudre au niveau du défect cartilagineux. 

 

Figure 68. CoŵďleŵeŶt du defeĐt paƌ uŶe ďille ĐoŵposĠe d’algiŶate, de Đellules pĠƌiĐhoŶdƌales et de 

poudre de cartilage décellularisé. On observe la présence de fragments de néo cartilage. 

 

Figure 69. Agrandissement x2,5. Les conditions a et b, celles contenant des cellules, retrouvent une 

meilleure coloration à la safranine O que pour la condition alginate et poudre, ce qui laisse supposer 

le rôle important des cellules dans la formation de la néomatrice. 

 

Figure 70. Agrandissement x2,5. On retrouve une coloration plus marquée à la safranine O dans les 

conditions a) et  b) par rapport à la condition c). 

 

Figure 71. Agrandissement x2,5. La coloration hématoxyline-éosine retrouve une coloration de la 

matrice extracellulaire en rose et les noyaux en violet. On retrouve une coloration en violet dans les 

conditions a) et b) plus maquée que dans la condition c). On retrouve ainsi les cellules mises en place 

dans les billes des conditions a) et b). 

 

Figure 72. Agrandissement x2,5. De même en hypoxie, les conditions a) et b) mettent en évidence les 

ŶoǇauǆ eŶ violet aloƌs Ƌu’ils Ŷe soŶt pas visiďles daŶs les ĐoŶditioŶs ĐͿ et dͿ. 
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Figure 73. Agrandissement x2,5. Au 2
ème

 mois, en normoxie, on retrouve une coloration à la safranine 

O plus importante dans la condition a) avec une bille faite à partir de cellules – alginate et poudre de 

cartilage. 

 

Figure 74. Agrandissement x2,5. A 2 mois, en hypoxie, le résultat est moins évident, avec notamment 

uŶe aďseŶĐe de ĐoloƌatioŶ à la safƌaŶiŶe O. OŶ peut peŶseƌ Ƌu’uŶe partie des billes se sont alors 

résorbées, aussi bien dans les billes avec cellules – algiŶate et poudƌe aͿ, Ƌu’aveĐ la poudƌe et 

l’agiŶate ďͿ ou eŶĐoƌe les Đellules et l’algiŶate ĐͿ.   

 

Figure 75. Agrandissement x2.5. La coloration violette dans les conditions a) et b) marquent les 

noyaux cellulaires présents dans les billes. Ils ne sont pas retrouvés dans les conditions c) et d). 

 

Figure 76. AgƌaŶdisseŵeŶt ǆϮ,ϱ. De ŵġŵe Ƌu’eŶ Ŷoƌŵoǆie, eŶ hǇpoǆie, uŶe ĐoloƌatioŶ des ŶoǇauǆ est 

retrouvée dans les conditions a) et b) contrairement aux conditions c) et d).  

 

Figure 77. Photo de l’aƌtiĐle de Cao eŶ ϭϵϵϳ. OŶ ƌetƌouve uŶe oƌeille ĐƌĠe paƌ iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse 

au Ŷiveau du dos d’uŶe souƌis Ŷude ;Cao et al., ϭϵϵϳͿ. 

 

Figure 78. Représentation du moule en or 24 caƌats utilisĠs daŶs l’Ġtude de Kaŵil et al ;ϮϬϬϰͿ. 

 

Figure 79. La photo eŶ haut à gauĐhe ŵoŶtƌe l’iŶjeĐtioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes + sĠƌuŵ au Ŷiveau 

abdominal par une seringue après avoir créé une poche sous cutanée. La photo en haut à droite 

montre le cartilage ĐƌĠĠ, apƌğs ϲ ŵois au Ŷiveau aďdoŵiŶal. Les photos du ďas ŵoŶtƌeŶt l’aspeĐt du 

cartilage après explantation et avant sculpture (Yanaga et al., 2009). 

 

Figure 80. Le bloc de cartilage est sculpté selon la technique habituel puis implanté au niveau 

auriculaire (Yanaga et al., 2009). 

 

Figure 81. Enfant de 9 ans (photos de gauche) et 10 ans (à droite), 3 ans après le 2
ème

 temps 

opĠƌatoiƌe à savoiƌ l’ĠlĠvatioŶ auƌiĐulaiƌe ;YaŶaga et al., ϮϬϬϵͿ 

 

Figure 82. Enfant de 9 ans tous les deux, avec 2 ans de recul pour la patiente de gauche et 2,5 ans 

pour le patient de droite. 
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Figure 83. D’apƌğs YaŶaga, l’Ġtude histologiƋue de soŶ iŵplaŶt ĐoŵposĠ de ĐhoŶdƌoĐǇtes et de sĠƌuŵ 

et laissé 6 mois au niveau abdominal retrouve du néo-Đaƌtilage ;NCͿ eŶtouƌĠ d’uŶ ŶĠo-périchondre 

(NP) puis de tissu adipeux (F) présent dans la paroi abdominale (Yanaga et al., 2013). 

 

Figure 84. Schéma récapitulatif de la prise en charge des patients atteints de microtie par le protocole 

d’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse ;Zhou et al., ϮϬϭϴͿ. 

 

Figure 85. Présentation de 4 cas cliniques de microtie pris en charge par Zhou et son équipe par le 

pƌotoĐole d’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse ;Zhou et al. ϮϬϭϴͿ.  

 

Figure 86. Moulage ƌĠalisĠ daŶs le seƌviĐe de Chiƌuƌgie ŵaǆillofaĐiale du CHU de CaeŶ aveĐ l’aide du 
Laboratoiƌe Mateƌialise. Le ŵoulage a eŶsuite seƌvi de ďase pouƌ la ĐoŶfeĐtioŶ d’uŶe oƌeille eŶ 
alginate 3% polymérisé par une solution de chlorure de calcium 100mM pendant 20 min au sein du 

laboratoire Bioconnect. 

 

Figure 87. D’apƌğs Duisit et al., ϮϬϭϳ. Photos avant et après la décellularisation. On remarque la 

décoloration des tissus après décellularisation. 

 

Figure 88. Photos de l’aŶastoŵose et de la ƌevasĐulaƌisatioŶ auƌiĐulaiƌe ;Duisit et al., ϮϬϭϳͿ. 

 

Figure 89. Photos de la dĠĐellulaƌisatioŶ de l’oƌeille humaine prélevée sur cadavre frais (Duisit et al., 

2017). 

 

Figure 90. Dosage de la ƋuaŶtitĠ d’ADN suƌ du tissu ĐutaŶĠ, ĐaƌtilagiŶeuǆ et adipeuǆ ;Duisit et al., 

2018) 

 

Figure 91. Dosage du ĐollagğŶe, de l’ĠlastiŶe et des GAGs daŶs les diffĠƌeŶts tissus Ŷatifs et 

dĠĐellulaƌisĠs ĐoŵposaŶts l’oƌeille ;Duisit et al., ϮϬϭϴͿ. 

 

Figure 92. Infiltration cellulaire CD3+ et CD68+ obtenue après implantation de fragments de tissus 

auriculaires décellularisé et natif. 
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3D: trois dimensions 

α-MEM : alpha- Modified Eagles Medium (milieu de culture des cellules souches) 

ADN : acide désoxyribonucléique 

ATM : articulation temporo-mandibulaire 

BMP-2: Bone Morphologic Protein -2 

bFGF: basic Fibroblast Growth Factor  

CaCl2 : Chlorure de calcium 

CD : cluster de différenciation 

Col: collagène 

CPP : comité de protection des personnes 

CPPh : Đellules pƌĠĐuƌseuƌs pĠƌiĐhoŶdƌales d’oƌigiŶe huŵaiŶe 

CSM: cellules souches mésenchymateuses 

CSMMOh : Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses de ŵoelle osseuse d’oƌigine humaine 

DAPI: coloration nucléaire au 4,6 diamidino-2-phenylindole HE: coloration hématoxyline – éosine 

DMEM : Dulbecco Modifed of Eagle’s Medium 

DNAse : Désoxyribonucléase 

DOC : sodium déoxy-cholate  

GAG : glycosaminoglycanes 

HIF: facteur induit par l’hǇpoǆie 

IFN-γ : interféron gamma 

IGF: Insulin-like Growth Factor  

IHC : immuohistochimie 

Il : interleukine 

ITS : Insuline transferrine sélénium 

M1 : réponse macrophagique de type 1 

M2 : réponse macrophagique de type 2 
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OCT : Optimal Cutting Temperature 

PBS : phosphate buffered saline (tampon phosphate salin) 

PCL : polycaprolactone  

PGA : acide polyglycolique  

PLA : acide polylactique  

PRP: plasma rich platelet 

RNAse : Ribonucléase 

RPM : revolution per minute (tour par minute) 

SDS: dodécylsulfate de sodium 

SVF: seƌuŵ de ǀeau fœtal  

TGF-β: Transforming Growth Factor Beta  

Th1 : réponse lymphocytaire de type 1 

Th2 : réponse lymphocytaire de type 2 
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Le chirurgien maxillo-facial est souvent confronté à la difficile tâche de la reconstruction de 

l’oƌeille eǆteƌŶe dans le cadre de pertes de substance plus ou moins étendues. 

EŶ effet, l’oƌeille eǆteƌŶe pƌĠseŶte uŶe foƌŵe paƌtiĐuliğƌe, atǇpiƋue, aǀeĐ de Ŷoŵďƌeuǆ 

reliefs et aspérités et également des propriétés élastiques importantes. 

De plus, à l’heuƌe des images, des réseaux sociaux et de la surmédiatisation, la notion 

d’ « apparence » et de « beau » Ŷ’oŶt jaŵais eu autaŶt d’iŵpoƌtaŶĐe.  

Peƌdƌe uŶe oƌeille aĐĐideŶtelleŵeŶt, ou aǀoiƌ uŶe agĠŶĠsie d’oƌeille a aloƌs des 

conséquences non négligeables, notamment sur le plan social. 

Actuellement, trois techniques chirurgicales sont couramment utilisées : l’otopoïğse ou 

reconstruction à partir de greffe costale, la ŵise eŶ plaĐe d’iŵplaŶt sǇŶthĠtiƋue sous ĐutaŶĠ 

ou eŶĐoƌe le poƌt d’uŶe Ġpithğse iŵplaŶto-portée. 

Cependant ces techŶiƋues pƌĠseŶteŶt toutes des iŶĐoŶǀĠŶieŶts et Đ’est pouƌ Đela Ƌue se 

développent des ŵodğles d’otopoïğse à partir de l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe de Đaƌtilage. 

 

 

A- L’oƌeille 

 

L’oƌeille est l’oƌgaŶe de l’auditioŶ. C’est uŶ oƌgaŶe paiƌ, sǇŵĠtƌiƋue, situĠ suƌ les parties 

latérales de la face, sous la région temporale, au-dessus de la région massétérine et en 

aƌƌiğƌe de l’aƌtiĐulatioŶ teŵpoƌo-mandibulaire et de la loge parotidienne.  

Elle est composée de trois parties : l’oƌeille iŶteƌŶe, l’oƌeille ŵoǇeŶŶe et l’oƌeille externe. 

L’oƌeille eǆteƌŶe, elle-même comprend deux parties, le pavillon qui a pour rôle de recueillir 

les ondes sonores et le conduit auditif externe, Ƌui les tƌaŶsŵet auǆ osselets de l’oƌeille 

moyenne via le tympan. Celles-ci sont ensuite transmises à l’oƌeille iŶteƌŶe et auǆ ǀoies 

nerveuses acoustiques et vestibulaires.  

Mais au-delà de sa foŶĐtioŶ d’aŵplifiĐation des ondes sonores et dans le contexte de notre 

soĐiĠtĠ aĐtuelle où l’appaƌeŶĐe est pƌiŵoƌdiale, le paǀilloŶ de l’oƌeille joue aussi et suƌtout 

uŶ ƌôle esthĠtiƋue iŵpoƌtaŶt. Pƌeuǀe eŶ est le Ŷoŵďƌe d’otoplastie pouƌ oƌeilles dĠĐollĠes 

qui sont quotidiennement pratiquées.                           
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Figure 1. La situatioŶ aŶatoŵiƋue de l’oƌeille est eŶtƌe la ƌĠgioŶ paƌotidieŶŶe et l’aƌtiĐulatioŶ 

temporo-mandibulaire en avant, la fosse temporale en haut et la région massétérine en bas. 

En arrière on retrouve la région mastoïdienne et le ƌoĐheƌ appaƌteŶaŶt à l’os teŵpoƌal.  

 

1) Anatomie 

 

L’oƌeille eǆteƌŶe est composée du paǀilloŶ de l’oƌeille et du ĐoŶduit auditif eǆteƌŶe. 

Nous Ŷous iŶtĠƌessoŶs daŶs Đe tƌaǀail uŶiƋueŵeŶt au paǀilloŶ de l’oƌeille. 

Le paǀilloŶ a la foƌŵe d’uŶ ĐoƌŶet aĐoustiƋue destiŶĠ à ƌeĐueilliƌ les oŶdes soŶoƌes et à les 

diriger vers le conduit auditif eǆteƌŶe. Cette foŶĐtioŶ est ĐepeŶdaŶt eŶ Đouƌs d’iŶǀolutioŶ 

daŶs l’espğĐe huŵaiŶe. EŶ effet, elle Ġtait utile et doŶĐ plus dĠǀeloppĠe loƌsƋue Ŷos 

ancêtres pratiquaient la chasse, pour subsister et devaient se protéger des agressions 

eǆtĠƌieuƌes. Aujouƌd’hui, le pavillon a plus une visée esthétique 

Il présente de multiples aspérités qui sont à la fois complexes et très proches voire 

identiques chez tous les sujets. 

On décrit classiquement une face antérieure, une face postérieure et une circonférence. 
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a) La face antérieure 

 

La faĐe aŶtĠƌieuƌe pƌĠseŶte à la pĠƌiphĠƌie, uŶe saillie ouƌlĠe, ĐoŶĐaǀe ǀeƌs l’aǀaŶt, faisaŶt le 

tour de la face externe du pavillon : l’hélix. Celui-Đi s’iŶsğƌe eŶ aǀaŶt ǀia la racine de l’hélix et 

donne à son extrémité inférieure le lobule. En avant de cet hélix, est décrite une autre 

saillie : l’anthélix. Celle-ci est simple sur la moitié inférieure du pavillon puis se divise pour 

donner une branche antérieure ou horizontale et une branche postérieure ou verticale. 

Entre ces deux branches, est dĠĐƌit uŶe dĠpƌessioŶ appelĠe fossette de l’aŶthĠliǆ ou fossette 

triangulaire. EŶtƌe l’hĠliǆ et l’aŶthĠliǆ, oŶ ƌetƌouǀe uŶ silloŶ ĐuƌǀiligŶe, la gouttiğƌe de l’hĠliǆ 

ou scapha. La paƌtie aŶtĠƌieuƌe de l’oƌeille eǆteƌŶe est ŵaƌƋuĠe paƌ uŶ ƌelief tƌiangulaire 

appelé tragus, Ƌui ĐoƌƌespoŶd à la paƌtie la plus aŶtĠƌieuƌe de l’oƌeille eǆteƌŶe. L’antitragus, 

quant à lui, fait écho au tragus et est situé juste en arrière et en dessous de celui-ci. Les deux 

entités sont séparés par une échancrure appelé échaŶĐƌuƌe iŶteƌtƌagieŶŶe. EŶtƌe l’aŶthĠliǆ 

et le tragus, une dépression profonde, la conque, est dĠĐƌite, au foŶd de laƋuelle s’ouǀƌe le 

ĐoŶduit auditif eǆteƌŶe. La ƌaĐiŶe de l’hĠliǆ diǀise la ĐoŶƋue eŶ deuǆ : une partie supéro-

externe et une autre inféro-interne (fig 2). 

 

                                     

 

Figure 2 : FaĐe eǆteƌŶe d’oƌeille eǆteƌŶe. D’apƌğs Rouviğƌe. OŶ ƌetƌouve les différents reliefs 

du pavilloŶ de l’oƌeille : le tƌagus, l’aŶtitƌagus, l’hĠliǆ, l’aŶthĠliǆ, la ĐoŶƋue et le loďule. 
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b) La face postérieure 

 

La face postérieure présente deux parties : une partie externe, libre qui est parcourue par les 

reliefs inversés de la face antérieure et une partie interne, adhérente qui répond en arrière à 

la mastoïde et en avant au conduit auditif externe. 

 

c) La circonférence 

 

EŶfiŶ la ĐiƌĐoŶfĠƌeŶĐe est foƌŵĠe eŶ haut et eŶ aƌƌiğƌe paƌ l’hĠliǆ, eŶ ďas paƌ le ďoƌd liďƌe du 

lobule et en avant par le tragus. 

 

 

2) Vascularisation et innervation 

 

a) Vascularisation (fig 3) 

 

La ǀasĐulaƌisatioŶ de l’oƌeille eǆteƌŶe pƌoǀieŶt de ďƌaŶĐhes de l’aƌtğƌe Đaƌotide eǆteƌŶe. 

L’aƌtğƌe teŵpoƌale supeƌfiĐielle, uŶe des deuǆ ďƌaŶĐhes teƌŵiŶales de l’aƌtğƌe Đaƌotide 

externe, va apporter la vascularisation antérieure : le tragus et antitragus, la conque, le 

lobule et la partie antérieure de l’hĠliǆ taŶdis Ƌue daŶs le ŵġŵe teŵps, l’aƌtğƌe auƌiĐulaiƌe 

postĠƌieuƌe, ďƌaŶĐhe ĐollatĠƌale de l’aƌtğƌe Đaƌotide eǆteƌŶe, ǀasĐulaƌise les Ϯ/ϯ postĠƌieuƌs 

du pavillon : l’hĠliǆ, l’aŶthĠliǆ, la fossette tƌiaŶgulaiƌe, le sĐapha et la paƌtie postĠƌieuƌe de la 

conque. Il existe de nombreuses branches perforantes qui permettent la communication des 

deux réseaux vasculaires. 

Le drainage veineux se fait via la veine temporale superficielle et les veines auriculaires 

postérieures qui se jettent dans la veine jugulaire interne. 
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Figure 3. VasĐulaƌisatioŶ du pavilloŶ de l’oreille. La vascularisation artérielle est assurée par 

les ďƌaŶĐhes de deuǆ aƌtğƌes, l’aƌtğƌe auƌiĐulaiƌe postĠƌieuƌe et l’aƌtğƌe teŵpoƌale 

superficielle, provenaŶt toutes les deuǆ de l’aƌtğƌe Đaƌotide eǆteƌŶe, d’apƌğs l’Encyclopédie 

Médico-Chirurgicale. 

 

b) Innervation  

 

L’iŶŶeƌǀatioŶ seŶsitiǀe est tƌiple : une branche du plexus cervical superficiel (C3,C4) qui 

innerve la partie postérieure et inférieure du pavillon, une branche du V3 (nerf trijumeau) 

innerve la partie antĠƌieuƌe de l’hĠliǆ et le tƌagus et eŶfiŶ, le Ŷeƌf auƌiĐulo-temporal,  

branche du VII (nerf facial) qui assure la sensibilité au niveau de la conque et la partie 

aŶtĠƌieuƌe de l’aŶthĠliǆ. 

 

L’iŶŶeƌǀatioŶ ŵotƌiĐe est assuƌĠe par une branche du nerf facial (VII). Elle permet la 

contraction des muscles auƌiĐulaiƌes Ƌui soŶt atƌophiĠs Đhez l’hoŵŵe. 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nerf_trijumeau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nerf_facial
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3) La structure auriculaire 

 

Le paǀilloŶ de l’oƌeille est ĐoŵposĠ, de la supeƌfiĐie ǀeƌs la pƌofoŶdeuƌ, du ƌeǀġteŵeŶt 

ĐutaŶĠ, d’uŶ tissu sous-cutané fin puis du cartilage entouré de son périchondre. Sur la face 

antérieure, le revêtement cutané via le derme, est directement adhérent au périchondre et 

doŶĐ au Đaƌtilage et il Ŷ’Ǉ a pas de tissu sous ĐutaŶĠ. Le tissu sous ĐutaŶĠ est pƌĠseŶt et fiŶ 

sur la face postérieure du pavillon. 

 

 

4) Le cartilage auriculaire (fig 4) 

 

Contrairement au cartilage hyalin et au fibrocartilage, le cartilage auriculaire a la 

paƌtiĐulaƌitĠ d’ġtƌe uŶ Đaƌtilage ĠlastiƋue. Il est directement sous cutanée et est recouvert de 

soŶ pĠƌiĐhoŶdƌe. Le Đaƌtilage auƌiĐulaiƌe Ŷ’a pas de ǀasĐulaƌisatioŶ Ŷi d’iŶŶeƌǀatioŶ, il se 

nourrit par imbibition à partir du périchondre qui lui est vascularisé. Par contre le cartilage 

est perforé par les vaisseaux perforants permettant une communication entre les deux 

réseaux artériels. 

Le cartilage est un tissu hautement spécialisé.  Il est majoritairement composé de matrice 

extracellulaire (90%), produite et renouvelée par un petit nombre de cellules spécifiques : les 

chondrocytes, qui représentent entre 1 et 10% du volume du cartilage (Muir, 1995). 
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Figure 4. Coupe histologique de cartilage auriculaire, coloration hématoxyline – éosine 

;photo de l’IŶstitut KeŶŶedǇ, UŶiveƌsitǇ of OǆfoƌdͿ 

a) Le chondrocyte auriculaire  

 

C’est uŶe Đellule ŵoŶoŶuĐlĠaiƌe dĠƌiǀĠe iŶitialeŵeŶt des fiďƌoďlastes du pĠƌiĐhoŶdƌe Ƌui  se 

différencie en fibroblaste intermédiaire puis en chondroblaste intermédiaire et enfin en 

chondrocyte auriculaire. De par sa genèse, ce dernier a la capacité de synthèse de fibres 

élastiques, contrairement aux chondrocytes hyalins qui dérivent directement du 

chondroblaste (Quatela et al., 1993). 

Les chondrocytes auriculaires sont plus nombreux et plus compacts comparativement aux 

chondrocytes des cartilage hyalin et fibrocartilage. Ils sont suspendus dans des espaces au 

sein de la matrice extracellulaire formant des lacunes. Ils sont adaptés pour survivre dans un 

environnement hypoxique (Melgarejo-Ramirez et al., 2016). 

Il exprime SOX-9 qui est un facteur transcriptionnel précoce de la chondrogenèse. 

Le chondrocyte produit par ailleurs du collagène de type II et de l’aggƌĠĐaŶe, et est seŶsiďle 

à différents facteurs de croissance : le TGF-β et le ďFGF. 

Il produit également en forte abondance des protéoglycanes qui vont former des 

glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶes et aiŶsi Đapteƌ, ƌeteŶiƌ l’eau daŶs la MEC ;Melgaƌejo-Ramirez et al., 

2016). 

EŶfiŶ, Đes ĐhoŶdƌoĐǇtes sǇŶthĠtiseŶt de l’ĠlastiŶe Ƌui ĐoŶfğƌe au Đaƌtilage auƌiĐulaiƌe soŶ 

caractère élastique et flexible. 

 

 

b) La matrice extra cellulaire (MEC) 

 

La ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe ;MECͿ est ĐoŵposĠe d’uŶ ƌĠseau de collagène, dont le type II 

(Col2) est le plus abondant (Naumann et al., 2002), de glycosaminoglycanes sulfatés (sGAG) 

et notamment la chondroitine-4 et -6 sulfate (Nimeskern et al., 2016).  

Les nombreuses fibres élastiques, quant à elles, confèrent au cartilage auriculaire ses 

propriétés mécaniques de souplesse, de malléabilité et de résistance (Nimeskern et al., 

2016).  
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EŶfiŶ, eŶtƌe les fiďƌes d’ĠlastiŶe ;fig ϱͿ, des pƌotĠoglǇĐaŶes ;PGAͿ et de l’aĐide hǇaluƌoŶiƋue 

(HA) sont également retrouvés (Baccarani-Contri et al., 1990). 

 

               

 

 

           

Figure 5. Coupe histologiƋue ŵettaŶt eŶ ĠvideŶĐe le ƌĠseau d’ĠlastiŶe ƌĠpaƌti eŶ fiďƌes (Keith 

et al., 1977). 

 

 

c) Le périchondre  

 

Il est présent autour des pièces de cartilage. Il se dispose sous la foƌŵe d’uŶ tissu ĐoŶjoŶĐtif 

d’Ġpaisseuƌ ǀaƌiaďle ;eŶ ŵoǇeŶŶe ϯϬϬμͿ. Il eŶgloďe tous les tǇpes de Đaƌtilage sauf 

l’aƌtiĐulaiƌe. Ce tissu conjonctif adhère fortement aux cartilages et est responsable de sa 

nutrition et de sa croissance. Histologiquement, on distingue une couche externe 

relativement fibreuse, très richement vascularisée. Cette couche est aussi appelée couche 

nourricière. La couche interne est beaucoup plus cellulaire, assez peu vascularisée. Elle a un 
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rôle dans la croissance et dans la réparation des pièces cartilagineuses : elle est appelée 

chondrogène. Ce sont les cellules présentes dans cette couche qui deviennent de nouveaux 

chondrocytes. Enfin, le périchondre est solidaire du cartilage grâce à des fines fibres de 

collagène. 

 

B- Les pertes de substances auriculaires  

 

Les pertes de substances auriculaires peuǀeŶt ġtƌe d’oƌigiŶe diǀeƌses. Les plus fƌĠƋueŵŵeŶt 

retrouvées sont les étiologies congénitales, les exérèses post carcinologiques et les lésions 

post-traumatiques. 

 

 

1) Les anoties et microties congénitales 

 

Les microties et anoties correspondent à des pertes de substance auriculaires congénitales 

plus ou ŵoiŶs totales. Elles peuǀeŶt ġtƌe isolĠes ou eŶtƌeƌ daŶs le Đadƌe d’uŶ sǇŶdƌoŵe plus 

complexe. La prévalence retrouvée dans les articles varie entre 0.83 et 17.4 pour 10000 

naissances (Harris et al., 1996). Cette prévalence est plus haute chez les Hispaniques, les 

AsiatiƋues, les AŵĠƌiĐaiŶs et les AŶdaiŶs, Đe Ƌui laisseŶt ĐlaiƌeŵeŶt pƌĠsageƌ d’uŶ ƌôle de 

l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ;LuƋuetti et al., 2012). Il existe différentes classifications des microties.  

UŶe pƌeŵiğƌe ĐlassifiĐatioŶ eŶ foŶĐtioŶ de l’ĠteŶdue de la peƌte de suďstaŶĐes. Elles sont 

classées selon trois grades : 

• Gƌade I : ŵalfoƌŵatioŶ ŵiŶeuƌe du paǀilloŶ aǀeĐ uŶe oƌeille plus petite, ŵais présence de 

toutes les structuƌes de l’oƌeille eǆteƌŶe. 

• Gƌade II : toutes les stƌuĐtuƌes de l’oƌeille externe sont présentes, mais un manque de tissu 

et une déformation significative existent. Le conduit auditif externe manque également. 

• Gƌade III : pƌĠseŶĐe de ƋuelƋues stƌuĐtuƌes, ǀoiƌe aďseŶĐe totale d’ĠlĠŵeŶts 

ƌeĐoŶŶaissaďles de l’oƌeille eǆteƌŶe ou aŶotie. Présence fréquente du lobule qui est dans 

une position antérieure. Forme typique de cacahuète. 
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Figure 6. Les trois stades de microtie, selon Nagata (Nagata et al.,1994) 

 

 

La classification de Nagata (Nagata et al., 1994) est basée sur la persistance de reliquats 

auriculaires et peut être classés selon leur aspect clinique en trois types (fig 6) : 

- type lobulaire, dont la forme évoque un lobe allongé. Le conduit auditif est absent ;  

- type petite conque, avec reliquats plus importants de formes très diverses mais 

comportant un aspect de petite conque sans conduit auditif ;   

- type conqual, quelle que soit la forme des reliquats, il existe une conque avec méat 

et conduit auditif. 

- EŶfiŶ il eǆiste des foƌŵes atǇpiƋues Ƌui Ŷ’eŶtƌe pas daŶs Đette ĐlassifiĐatioŶ. 

 

 

2) Les étiologies carcinologiques 

 

De par leur localisation latérofaciale et leur relief, les oreilles sont largement exposées aux 

ƌaǇoŶs du soleil. C’est doŶĐ logiƋueŵeŶt Ƌu’elles soŶt le siğge de ĐaƌĐiŶoŵes hĠlio-induits 

tels que les carcinomes basocellulaires, les carcinomes épidermoïdes cutanés ou encore les 

mélanomes. 

 

Les carcinomes basocellulaires sont les cancers cutanés les plus fréquents et les moins 

agressifs. Le CBC du Ŷez ƌepƌĠseŶte Ϯ.ϭ% des CBC ;Betti aŶd al., ϭϵϵϱͿ. C’est la loĐalisatioŶ 

préférentielle des carcinomes basocellulaires après le nez et la joue, zones également très 
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exposées au soleil (Staub et al., 2008). Il faut aussi savoir que la localisation auriculaire est la 

localisation privilégiée pour les récidives et donc les exérèses plus larges. Le carcinome 

ďasoĐellulaiƌe Ŷ’a pas d’agƌessiǀitĠ paƌtiĐuliğƌe, sauf eǆĐeptioŶ du ĐaƌĐiŶoŵe 

sclérodermiforme. La prise en charge chirurgicale nécessite une exérèse avec des marges à 

3-4mm pour les carcinomes de bon pronostic et plutôt entre 6 et 10 mm pour le sous type 

histologique sclérodermiforme (fig 7). 

 

           

 

Figure 7.  Localisation préférentielle des carcinomes ďasoĐellulaiƌes d’apƌğs Stauď et al 

(2008). 

 

 

Les carcinomes épidermoïdes cutanés sont des carcinomes plus agressifs. Leur incidence est 

d’eŶǀiƌoŶ ϯϬ/ϭϬϬϬϬϬ paƌ aŶ eŶ FƌaŶĐe. 

Leur prise en charge nécessite une exérèse avec des marges à 5mm pour les carcinomes 

épidermoïdes de bon pronostic et entre 6 et 10 pour les carcinomes plus agressifs (fig 8). 
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Figure 8 : Localisation préférentielle des carcinomes épidermoides cutanes (ou anciennement 

spiŶoĐellulaiƌesͿ d’apƌğs Staub et al (2008) 

 

Les mélanomes sont de diagnostic plus rare car il représente 1% des tumeurs cutanées mais 

soŶt ďeauĐoup plus agƌessiǀes et soŶt à l’oƌigiŶe de ϳϱ% des dĠĐğs paƌ ĐaŶĐeƌ ĐutaŶĠe ;Patel 

et al ; 2018). La localisation auriculaire représente 10% des mélanomes de la tête et du cou 

;O’BƌieŶ et al., ϭϵϵϭͿ. L’iŶĐideŶĐe du ŵĠlaŶoŵe de l’oƌeille eǆteƌŶe est de ϭ,ϵ/ϭϬϬ000 par an 

(Deep et al., 2017). Leur prise en charge nécessite systématiquement une exérèse 

carcinologique avec minimum 1cm de marge et est donc rapidement responsable de pertes 

de substances auriculaires importantes. 

          

3) Les causes traumatiques 

 

Les causes traumatiques de peƌtes de suďstaŶĐe de l’oƌeille eǆteƌŶe sont très fréquentes. On 

retrouve les morsures animales (cheval, chien) mais également humaines souvent dans un 

ĐoŶteǆte d’alĐoolisatioŶ (Gault, 2008) mais pas toujours (fig. 9).  On retrouve également les 

accidents de la route et de deux roues ou encore les plaies post rixe par arme blanche ou par 

rippage (Kolodzynski et al., 2007) 
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Figure 9. Photos de la morsure et de la peƌte de suďstaŶĐe de l’hĠliǆ d’EvaŶdeƌ HolǇfield loƌs 

de son combat contre Mike Tyson en 1997 à Las Vegas. Photos obtenues sur Google. 

 

Les ďƌûluƌes soŶt ĠgaleŵeŶt pouƌǀoǇeuses de destƌuĐtioŶs d’oƌeille ;fig ϭϬͿ. EŶ effet, la peau 

étant fine, le cartilage est rapidement exposé. Celui-Đi Ŷ’ĠtaŶt pas ǀasĐulaƌisĠ, sa suƌǀie 

ŶĠĐessite uŶ eŶfouisseŵeŶt. Oƌ si le tissu ĐutaŶĠ loĐal est tƌop atteiŶt, uŶ laŵďeau Ŷ’est pas 

possiďle et la seule solutioŶ est aloƌs l’eǆĠƌğse du Đaƌtilage eǆposĠ, et Đe, afiŶ de pƌĠǀeŶiƌ le 

risque de chondrite. 

                                                  

 

Figure 10. Vue de faĐe d’uŶe oƌeille ďƌûlĠe et ĐiĐatƌisĠe. OŶ ƌetƌouve uŶe peƌte de suďstaŶĐe 

au Ŷiveau de la paƌtie supĠƌieuƌe de l’hĠliǆ, d’apƌğs FiƌŵiŶ et MaƌĐhaĐ (2011b). 
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Enfin, des étiologies plus anecdotiques de par leur nombre sont également rapportées : 

mutilation rituelle, mutilation de guerre en Irak notamment ou encore punitive en Ouganda 

(Dusseldorp J et al., 2015). 

 

 

 

4) Les conséquences sociales et psychologiques 

 

Aujourd’hui, daŶs Ŷotƌe soĐiĠtĠ aĐtuelle, l’iŵage de soi et Đelle Ƌue les autres nous renvoie 

est de plus en plus importante, il Ŷ’Ǉ a Ƌu’à ĠĐouteƌ les disĐussioŶs des eŶfaŶts au Đollğge 

pouƌ s’eŶ ƌeŶdƌe Đoŵpte. 

AǀeĐ le teŵps et l’ĠǀolutioŶ de la soĐiĠtĠ, le ƌôle esthĠtiƋue de l’oƌeille eǆteƌŶe est plus 

iŵpoƌtaŶt Ƌue sa foŶĐtioŶŶalitĠ. EŶ effet, elle fait paƌtie iŶtĠgƌaŶte de l’haƌŵoŶie du ǀisage 

et est notamment mise en avant comme support pour bijoux ou autres anneaux dans un but 

esthĠtiƋue et d’affiƌŵatioŶ de sa personnalité. 

LoƌsƋue l’oŶ eŶteŶd les Ƌuoliďets Ƌue les jeuŶes eŶfaŶts peuǀeŶt suďiƌ loƌsƋu’ils oŶt les 

oƌeilles dĠĐollĠes et le Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt d’iŶteƌǀeŶtioŶs ĐhiƌuƌgiĐales tǇpe otoplastie 

réalisée, on comprend que les malformations auriculaires aient des répercussions 

psǇĐhologiƋues et soĐiales iŵpoƌtaŶte, pƌiŶĐipaleŵeŶt Đhez les eŶfaŶts, pĠƌiode où l’ideŶtitĠ 

se dessiŶe et l’iŵage de soi si iŵpoƌtaŶte. 

L’étude de Lim et al. en 2010, compare 50 patients présentant une anomalie faciale 

congénitale (fente labiales, microtie, malformation vasculaire faciale..) versus un groupe 

ĐoŶtƌôle de ϭϱ peƌsoŶŶes saŶs aŶoŵalies. Les patieŶts poƌteuƌs d’aŶoŵalies faĐiales 

ĐoŶgĠŶitales oŶt uŶe teŶdaŶĐe dĠpƌessiǀe et d’aŶǆiĠtĠ plus ĠleǀĠe Đhez, paƌ ƌappoƌt au 

groupe contrôle. Ces patients ont plus tendance à avoir une personnalité évitante en 

comparaison au groupe contrôle (Lim et al., 2010) ce qui est lié à un manque de confiance en 

soi. 

Horlock et al. rapporte des sǇŵptôŵes d’aŶǆiĠtĠ et de dĠpƌessioŶ Đhez ϱϬ% de Đes 62 

patients atteints de microties. Parmi ces cas, 20,2% des patients présentait une tendance 

dépressive, 36,6% un évitement social dû à des troubles du comportement social et 26,3% 

avait au contraire un comportement agressif (Horlock et al., 2005).  
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Enfin, Hempel, dans son étude prospective sur 21 microties consécutives, démontre une 

amélioration de la qualité de vie chez les patients présentant une microtie avant versus 

après reconstruction (Hempel et al., 2014).  

 

Dans son étude de 170 patients atteints de microties, Li et al. confirme les difficultés 

psychosociales. Il rapporte Ƌue les pƌoďlğŵes soĐiauǆ et l’agƌessiǀitĠ soŶt sigŶifiĐatiǀeŵeŶt 

plus élevés chez les garçons porteurs de microties entre 8 et 10 ans et entre 14 et 16 ans, 

Ƌue la dĠpƌessioŶ, l’anxiété et le comportement agressif sont plus élevé chez les jeunes 

hommes de plus de 17 ans. Les garçons entre 14 et 16 ans et les filles de 11 à 13 ans ont une 

vie sociale significativement moins importante. Les jeunes femmes de 17 ans et plus ont une 

tendaŶĐe dĠpƌessiǀe plus iŵpoƌtaŶte. EŶfiŶ, les ŵğƌes d’eŶfaŶts poƌteuƌs de ŵiĐƌotie oŶt 

ĠgaleŵeŶt uŶe teŶdaŶĐe à l’aŶǆiĠtĠ et la dĠpƌessioŶ ;Li et al., ϮϬϭϬ). 

 

Les eŶfaŶts dĠǀeloppeŶt uŶe ĐoŶsĐieŶĐe de soi et de leuƌ diffĠƌeŶĐe dğs l’âge de ϯ – 4 ans. 

Il a étĠ dĠĐƌit Ƌue duƌaŶt l’ĠĐole pƌiŵaiƌe, les eŶfaŶts poƌteuƌs de ŵiĐƌoties jouaieŶt ŵoiŶs 

ave leur camarades, avaient moins de relations sociales avec les autres enfants et étaient 

plus protégés par leur famille et entourage.  

Les enfants entrant au collège et porteurs de microties ont des relations sociales plus 

pauǀƌes et soŶt plus souǀeŶt ǀiĐtiŵes de ŵoƋueƌies, de ƌagots ou d’iŶtiŵidatioŶ.  

 

Pour prévenir ces répercussions psychologiques et sociales, il est donc recommandé 

d’opĠƌeƌ les eŶfaŶts aǀaŶt l’eŶtƌĠe à l’ĠĐole. EŶ foŶĐtioŶ des teĐhŶiƋues utilisĠes, l’âge de 

prise en charge varie. Brent par exemple, préconise une reconstruction entre 4 et 6 ans 

aǀaŶt l’eŶtƌĠe à l’ĠĐole pƌiŵaiƌe. D’autƌes auteuƌs ;Nagata et al., ϭϵϵϰa, ď, Đ, d ; Firmin, 

2001) préconisent, pour une question de techniques chirurgicales que nous verrons plus 

tard, un âge de prise en charge vers 7 ans.  

 

De plus, la reconstruction permet une amélioration les troubles psychologiques et des 

ƌelatioŶs soĐiales. Les eŶfaŶts dĠĐƌiǀeŶt ŵoiŶs d’aŶǆiĠtĠ, d’ĠŵotioŶs ŶĠgatiǀes et d’idĠes 

Ŷoiƌes apƌğs la ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ Ƌu’aǀaŶt. Les patieŶts les plus âges pƌĠseŶteŶt uŶ sĐoƌe 

d’aŶǆiĠtĠ et de dĠpƌessioŶ aŵĠlioƌĠ apƌğs Đhiƌuƌgie aǀeĐ ĠgaleŵeŶt uŶe aŵĠlioƌatioŶ des 

aptitudes sociales (Johns et al., 2015). 
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Néanmoins, il est indispensable de leur proposer un suivi psychologique car la 

ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ ĐhiƌuƌgiĐale seule Ŷ’est paƌfois pas suffisaŶte pouƌ aŵĠlioƌeƌ la 

symptomatologie dépressive ou anxieuse (Horlock et al., 2005). 

 

C- Les possibilités de reconstruction actuelles et leurs limites 

 

Devant la fréquence de ces pertes de substances et la difficulté de leur prise en charge, il 

existe actuellement 3 principales techniques de reconstruction : les prothèses synthétiques, 

les reconstructions autologues par greffons costaux et les épithèses. Comme toute 

technique chirurgicale, chacune présente des avantages et des inconvénients. 

 

1) Les reconstructions par greffe costale 

 

A la fin des années 50, Tanker est le premier à décrire une reconstruction auriculaire à partir 

de greffe costale autologue. (Tanzer, 1959). Cette prise en charge était révolutionnaire car 

apportait une solution aux patients porteurs de microtie mais était lourde et nécessitait six 

temps opératoires.  

Puis en 1974, Brent a proposé un nouveau protocole. Sa technique comporte quatre temps 

opératoires. Dans un premier temps, il effectue le prélèvement des côtes controlatérales à 

l’oƌeille à ƌeĐoŶstƌuiƌe. Les pƌeŵiğƌes Đôtes flottaŶtes soŶt sĐulptĠes, puis asseŵďlĠes eŶ 

une maquette reproduisant la forme tridimensionnelle complexe du pavillon. Celle-ci est 

placée sous la peau rétroauriculaire. Le deuxième temps opératoire permet la transposition 

du lobule, fréquemment positionné en avant de sa place habituelle. La troisième étape 

permet la construction du tragus en utilisant une greffe composée de peau et de 

fibrocartilage prélevés sur le mur postérieur de la conque opposée. Finalement, le dernier 

teŵps est ĐoŶsaĐƌĠ au dĠĐolleŵeŶt de l’oƌeille. UŶ ƌeĐouǀƌeŵeŶt paƌ uŶe gƌeffe de peau 

totale prélevée sur la face interne du bras ou dans le pli inguinal est mis en place dans le 

nouveau sillon rétroauriculaire (Brent, 1974). 

Mais Đ’est suƌtout ǀiŶgt aŶs plus taƌd Ƌue Nagata pƌĠseŶte soŶ pƌotoĐole de pƌise eŶ Đhaƌge 

en deux temps opératoires. Dès le premier temps, le lobule est transposé sur la maquette de 

cartilage qui a été insérée sous la peau et le tragus est directement intégré à la maquette. Il 
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en résulte une combinaison des trois premiers temps opératoires de Brent en une seule 

étape. Elle comporte pour aǀaŶtage uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe d’aŶesthĠsies pouƌ le patieŶt 

avec un résultat tout aussi satisfaisant. Celui-ci représente donc une réelle amélioration de la 

prise en charge des microties (Nagata et al., 1994a, b, c, dͿ et Đ’est suƌ Đe pƌotoĐole Ƌue les 

reconstructions par greffe costale actuelles sont basées. 

EŶ FƌaŶĐe, FƌaŶçoise FiƌŵiŶ pƌatiƋue ĠgaleŵeŶt la plupaƌt de ses ƌeĐoŶstƌuĐtioŶs d’oƌeille eŶ 

deux temps opératoires, espacés de six mois (Firmin et Marchac, 2011a). Selon Firmin, le 

principe de la reconstruction doit obligatoirement respecter plusieurs principes de base : 

- toujours privilégier une reconstruction par tissu autologue,   

- reproduire les reliefs détruits grâce à une maquette de cartilage costal (fig. 11),  

- recouvrir cette maquette de peau  

- et eŶfiŶ dĠĐolleƌ l’oƌeille ƌeĐoŶstƌuite eŶ ĐƌĠaŶt le silloŶ ƌetƌo auƌiĐulaiƌe. 

 

 

 

 

Figure 11. PƌĠlğveŵeŶt Đostal et sĐulptuƌe de la ŵaƋuette auƌiĐulaiƌe d’apƌğs FiƌŵiŶ et 

Marchac (2016). La figure (a) représente les cartilages costaux après prélèvement 

thoraciques. Ensuite, le cartilage est dessiné (b) avant la sculpture (c). Enfin les différentes 

pièces sculptées sont assemblées et forment la maquette auriculaire. 

 

L’âge ĐlassiƋueŵeŶt ƌeĐoŵŵaŶdĠ pouƌ Đette ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ est eŶtƌe ϳ et ϭϬ aŶs. EŶ effet, 

avant le prélèvement de cartilage costal peut être néfaste pour la croissance de la cage 

thoracique.  
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Figure 12. Photo d’uŶe ŵiĐƌotie avaŶt la ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ ;aͿ. Apƌğs ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ eŶ deuǆ 

temps vue latérale (b) et postérieure (c), on retrouve tous les reliefs auriculaires et le sillon 

rétro auriculaire est bien marqué. Cas du Dr Firmin (Firmin et Marchac, 2016) 

 

 

Cette reconstruction a le mérite de donner de bons résultats (fig 12Ϳ loƌsƋu’elle est pƌatiƋuĠe 

par des chirurgiens expérimentés. Cependant elle présente également quelques 

inconvénients : le Ŷoŵďƌe d’iŶteƌǀeŶtioŶ ;ϮͿ Ƌui a ŵalgƌĠ tout diŵiŶuĠ depuis l’aǀğŶeŵeŶt 

de la technique de Nagata, l’aspeĐt Ġpais et ƌigide de la ŶĠo-oƌeille, et eŶfiŶ l’âge de 

reconstruction (7 ans) et les conséquences psychosociales qui en découlent (Johns et al., 

2015).  

Les morbidités du site donneur thoracique ne sont pas non plus à négliger : pneumothorax, 

atéléctasie, déformation de la paroi thoracique, élargissement de cicatrice, douleur 

inspiratoire et même un cas de scoliose thoracique ont été décrit (Long et al., 2013) 

Enfin, il est également rapporté des cas de calcification à distance du cartilage transposé qui 

donne uŶ aspeĐt d’oƌeille figĠe et ƌaide eŶĐoƌe plus iŵpoƌtaŶt ou eŶĐoƌe de ƌĠsoƌptioŶ plus 

ou moiŶs iŵpoƌtaŶte Ƌui dĠfoƌŵe l’aspeĐt de l’oƌeille (Berghaus et al., 2010).  

Ceux-ci poussent certains chirurgiens à pratiquer la reconstruction auriculaire par prothèse. 
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2) Les prothèses  

 

Le deuxième type de reconstruction est basé sur la prothèse en polyéthylène poreux 

MEDPOR® (Stryker, USA).  

 

                 

 

Figure 13. Implant auriculaire en polyéthylène poreux de chez MEDPOR® 

 

La reconstruction se fait en une intervention et comprends un premier temps opératoire de 

préparation du site receveur avec notaŵŵeŶt disseĐtioŶ d’uŶ laŵďeau de fasĐia teŵpoƌal 

ĐeŶtƌĠ suƌ l’aƌtğƌe teŵpoƌale supeƌfiĐielle. Ce laŵďeau ǀa peƌŵettƌe de Đouǀƌiƌ l’iŵplaŶt 

(Stephan and Reinisch, 2018). Ensuite, la prothèse (fig 13) est mise en place, et le lambeau 

de fascia est posé sur l’iŵplaŶt puis gƌeffĠ paƌ uŶ gƌeffe de peau totale pƌĠleǀĠ au Ŷiǀeau 

iŶguiŶal. UŶ dƌaiŶage paƌ aspiƌatioŶ peƌŵet d’appliƋueƌ les gƌeffes de peau suƌ le laŵďeau 

de fascia temporal et favorise ainsi leur prise et leur néovascularisation (fig 14).         
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Figure 14. DisseĐtioŶ d’uŶ laŵďeau de fasĐia teŵpoƌal supeƌfiĐiel vasĐulaƌisĠ paƌ le ƌĠseau 

teŵpoƌal supeƌfiĐiel. L’iŵplaŶt est eŶsuite ŵis eŶ plaĐe au Ŷiveau du site ƌeĐeveuƌ et est 

recouvert par le lambeau de fascia temporal superficiel. Celui-ci est en suite greffé en peau 

totale pƌĠlevĠe au Ŷiveau iŶguiŶal et uŶ sǇstğŵe de dƌaiŶage aspiƌatif peƌŵet l’appliĐatioŶ 

de la greffe sur le lambeau qui permet sa néovascularisation (Reinish and Tahiri, 2018).   

 

                

Comparé aux greffes costales autologues, cette technique présente plusieurs 

avantages (Reinisch and Tahiri, 2018): 

- Un âge de prise en charge plus précoce et donc une diminution des répercussions 

psǇĐhologiƋues et soĐiales. EŶ effet, l’oƌeille atteiŶt ϴϱ% de sa taille adulte à ϯ,5 ans. 

La reconstruction peut alors se faire à partir de 4 ans, à un âge où la quantité de 

Đaƌtilage Đostal Ŷ’est pas eŶĐoƌe assez iŵpoƌtaŶte et doŶĐ ƌeŶds iŵpossiďle la 

reconstruction par greffe costale précoce. 

- Une reconstruction en 1 temps. La reconstruction se fait en une intervention 

ĐhiƌuƌgiĐale ;ĐoŶtƌe Ϯ à ϲ ŵois d’iŶteƌǀalle pouƌ les gƌeffes ĐostalesͿ et Đette 

intervention se fait en chirurgie ambulatoire. 

- Une absence de séquelles thoraciques aussi bien esthétiques (cicatrice) que 

fonctionnelle (douleuƌ à l’iŶspiƌatioŶ eŶ post opĠƌatoiƌeͿ 
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- UŶe Đouƌďe d’appƌeŶtissage plus ƌapide Ƌue pouƌ la ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ paƌ autogƌeffe 

costale. 

NĠaŶŵoiŶs, l’iŵplaŶt eŶ polǇĠthǇlğŶe poƌeuǆ est ŵoiŶs ďieŶ tolĠƌĠ Ƌue le Đaƌtilage Đostal et 

sa couverture totale par le lambeau de fasĐia teŵpoƌal supeƌfiĐiel est le gaƌaŶt d’uŶ ƌĠsultat 

satisfaisaŶt. Les ĐoŵpliĐatioŶs soŶt les eǆpositioŶs de l’iŵplaŶt et les suƌiŶfeĐtioŶs et daŶs Đe 

contexte, il faut se poser la question de la viabilité du lambeau. Les déplacements 

secondaires soŶt dĠĐƌits Đoŵŵe des ptoses du ŵatĠƌiel Ƌui peuǀeŶt dĠgƌadeƌ l’aĠƌatioŶ de 

l’oƌeille ŵoǇeŶŶe paƌ oďtuƌatioŶ paƌtielle du ĐoŶduit auditif eǆteƌŶe. Des Đas de fƌaĐtuƌes de 

l’iŵplaŶt oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ƌappoƌtĠes ;LeǁiŶ, ϮϬϭϱͿ. EŶfiŶ, si le pƌĠlğǀeŵeŶt du lambeau 

de fascia temporal est mal réalisé, une alopécie séquellaire peut apparaitre et devra être 

corriger par une expansion cutanée (Berghaus et al., 2010). 

 

3) Les épithèses implanto-portées 

 

Il s’agit d’une alternative aux reconstructions chirurgicales lorsƋue la Đhiƌuƌgie Ŷ’est pas 

souhaitée ou contre-indiquée. Cette technique de reconstruction doit donc être privilégiée 

chez les sujets âgés avec des comorbidités importantes et qui contre-iŶdiƋue l’aŶesthĠsie 

générale. Les patients présentant un scalp multi cicatriciel sont également de bons candidats 

pour cette reconstruction car les autres techniques sont clairement contre-indiquées. 

Les épithèses sont des prothèses en silicone fixées sur des implants à ancrage osseux. Ces 

derniers sont implantés en anesthésie locale. Une hygiène quotidienne des implants est 

indispensable pour éviter tout risque de surinfection locale et peƌŵettƌe l’ostĠo-intégration 

des implants.  

La technique chirurgicale comporte deux temps : le premier consiste à mettre en place les 

implants au niveau osseux (mastoïde, région sus auriculaire). Pour cela un scanner osseux 

est iŶdispeŶsaďle afiŶ de s’assuƌeƌ de l’Ġpaisseuƌ de l’os. Le seĐoŶd teŵps peƌŵet la ŵise eŶ 

place des piliers sur les implants. Ces deux temps opératoires peuvent être réalisés lors de la 

ŵġŵe iŶteƌǀeŶtioŶ si le patieŶt Ŷ’a pas d’aŶtĠĐĠdeŶt d’iƌƌadiatioŶ, eŶ foŶĐtioŶ de la deŶsitĠ 

osseuse (personne âgée ou enfant). Dans le cas inverse, il faut attendre 3-ϰ ŵois d’ostĠo-

intégration des implants avant de pouvoir mette en place les piliers (fig 15). 
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Une fois les implants ostéo-intégrés, le patient consulte une épithésiste qui réalisera une 

Ġpithğse suƌ ŵesuƌe eŶ foŶĐtioŶ de la taille, la Đouleuƌ, la foƌŵe de l’oƌeille ĐoŶtƌolatĠƌale. 

L’Ġpithğse est faiƌe eŶ siliĐoŶe et est donc souple. Elle est fixée aux implants et se retire 

quotidiennement pour permettre le nettoyage. 

Ces prothèses sont sujettes à la décoloration et doivent être remplacées tous les deux ou 

trois ans. LoƌsƋue les soiŶs Ŷe soŶt pas optiŵauǆ, l’ostĠo-intégration des implants ne se fait 

pas et la mise en charge est alors impossible. 

 

 

 

 

Figure 15. Cas du Dƌ FiƌŵiŶ Ƌui ĐoŶĐğde l’iŶtĠƌġt de l’Ġpithğse auƌiĐulaiƌe loƌsƋu’il Ŷ’Ǉ a pas de 

possibilité cutanée de recouvrement de la maquette cartilagineuse. 

 

Ainsi, il existe plusieurs techniques de reconstruction auriculaire mais chacune présente des 

iŶĐoŶǀĠŶieŶts. DaŶs Đe ĐoŶteǆte, la plaĐe de l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe pouƌ le Đaƌtilage 

auriculaire prend alors tout son sens. 
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D-  L’appoƌt de l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse  

 

1) Définition 

 

L'ingénierie tissulaire associe ingénierie et sciences biologiques pour développer des 

substituts biologiques capables de restaurer, maintenir ou améliorer les fonctions 

biologiques et corporelles. Cette approche est basée sur la combinaison de cellules, de 

signaux moléculaires (ou molécules bioactives) et de biomatériaux (fig 16) pour induire la 

formation de tissus (Langer, 2000). 

 

 

Figure 16 : IŶgƌĠdieŶts iŶdispeŶsaďles à l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe, issu de O’BƌieŶ, ϮϬϭϭ 

 

Dans le contexte de l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse, elle doit permettre de construire un tissu 

possédant les propriétés spécifiques du cartilage : élasticité, propriétés biomécaniques via la 

faďƌiĐatioŶ d’uŶe ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe aďoŶdaŶte et spĠĐifiƋue : élastine, collagène de 

type II et aggrécanes (Griffin et al., 2016 ; Zopf et al., 2015).  

 

 

 

2) Les cellules utilisées 

 

Afin de parvenir à cet objectif, l'identification d'une source appropriée de cellules est 

indispensable. EŶ effet, la ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ d’uŶe oƌeille ŶĠĐessite un nombre important de 
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Đellules, de l’oƌdƌe de ϭϬϬ à ϭϱϬ ŵillioŶs. Ces cellules doivent donc être faciles à isoler et à 

amplifier sans altérer le phénotype cellulaire et en préservant les fonctions spécialisées et 

non immuno-réactives (Shieh et al., 2005).  

 

 

Figure 17. PƌoĐĠdĠs d’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe, d’apƌğs VaĐaŶti et LaŶgeƌ ;ϭϵϵϵͿ 

 

 

DaŶs la littĠƌatuƌe, oŶ ƌetƌouǀe plusieuƌs tǇpes Đellulaiƌes utilisĠs pouƌ l’iŶgĠŶieƌie de 

Đaƌtilage de l’oƌeille. 

 

a) Les chondrocytes auriculaires  

 

Elles semblent être les cellules les plus adaptées. En effet quoi de mieux pour remplacer des 

chondrocytes auriculaires que des chondrocytes auriculaires ?  

Elles présentent le bon phénotype et sont donc parfaitement adaptées. La source de ces 

Đellules peut ġtƌe l’oƌeille ĐoŶtƌolatĠƌale, au ŵoǇeŶ d’uŶe iŶĐisioŶ ƌĠtƌo auƌiĐulaiƌe et d’uŶ 

prélèvement de conque. L’isoleŵeŶt des Đellules au seiŶ du Đaƌtilage se fait aisĠŵeŶt paƌ 

digestion enzymatique par de la collagénase. Néanmoins, la quantité de cellules est limitée 

et nécessite donc une expansion cellulaire. Mais, lors de leur amplification, les chondrocytes 
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sont soumis à un « effet passage », et donc à une dé-différenciation avec une perte 

pƌogƌessiǀe de leuƌ phĠŶotǇpe ĐhoŶdƌogĠŶiƋue au pƌofit d’uŶ phĠŶotǇpe plutôt 

fibroblastique. Ce phénotype est caractérisé par la production de collagène I au détriment 

du ĐollagğŶe II et de l’aggƌĠĐaŶe ;Saadeh et al., ϭϵϵϵ ; Duval et al., 2009) ce qui constitue 

une limite. 

Dans le cadre de reconstruction auriculaire chez les enfants porteurs de microtie, le cartilage 

prélevé au niveau du reliquat auriculaire est une excellente source de chondrocytes 

(Melgarejo-Ramirez et al., 2016 ; Kamil SH et al., 2004 ; Ishak et al., 2015). Ils sont 

Đoŵpaƌaďles auǆ ĐhoŶdƌoĐǇtes de l’oƌeille ĐoŶtƌolatĠƌale et ont donc le potentiel pour être 

utilisés comme cellules source. 

 

 

b) Les chondrocytes du septum nasal  

 

Les cellules du cartilage septal ont la capacité à se multiplier rapidement comparativement 

aux chondrocytes articulaires. De plus, le septum nasal, source de ces chondrocytes, 

représente un réservoir de cartilage plus important que le cartilage auriculaire et son 

pƌĠlğǀeŵeŶt pƌĠseŶte l’aǀaŶtage de Ŷe pas laisseƌ de sĠƋuelles esthĠtiƋues Ŷi foŶĐtioŶŶelles 

(Kafienah et al., 2002).  

FulĐo a d’ailleuƌs puďliĠ Đes cas de reconstructions de cartilage alaire humain en 2014. Les 

chondrocytes utilisés provenaient du septum nasal. Après un temps de construction de 

cartilage, les pièces de néo-cartilages ont été implantées chez cinq patients avec des 

résultats satisfaisants. Les résultats histologiques à distance retrouvent une synthèse de 

ĐollagğŶe de tǇpe II et d’aggƌĠĐaŶe ŵais il Ŷ’a pas de doŶŶĠes suƌ l’ĠlastiŶe Ƌui est spĠĐifiƋue 

au cartilage auriculaire (Fulco et al., 2014). 

c) Les chondrocytes costaux 

 

Certaines équipes ont également étudié et comparé les chondrocytes issus du cartilage 

costal avec ceux issus du cartilage auriculaire et articulaire chez la chèvre et retrouve une 
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meilleure qualité avec les chondrocytes auriculaires. Ils fabriquent plus de collagène de type 

II et d’aggƌĠĐaŶe ;ZhaŶg aŶd SpeĐtoƌ, ϮϬϬϵͿ. 

Après prélèvement, le fragment cartilagineux costal est classiquement digéré par de la 

collagénase et les cellules sont ensuite ensemencer dans un milieu adapté aux 

chondrocytaire (DMEM +10% SVF). Il est classiƋueŵeŶt adŵis Ƌu’uŶe eǆpaŶsioŶ eŶ deuǆ 

dimensions trop importantes avec de trop nombreux passages favorise la dédifférenciation 

ĐhoŶdƌoĐǇtaiƌe. Il faut doŶĐ s’assuƌeƌ de l’aďseŶĐe de peƌte du phĠŶotǇpe et il est 

classiquement admis de ne pas faire plus de trois passages cellulaires.  

Les chondrocytes costaux sont donc une source fiable de cellules mais leur quantité est 

souvent limitée.  

 

d) Les chondrocytes articulaires   

 

Les chondrocytes articulaires ont également été utilisés par Mizuno (Mizuno et al., 2014) 

pour la fabrication de cartilage élastique. Pour ce faire, ils ont cultivé en milieu 

ĐhoŶdƌogĠŶiƋue des ĐhoŶdƌoĐǇtes aƌtiĐulaiƌes d’uŶ ĐôtĠ et des ĐhoŶdƌoĐǇtes auƌiĐulaiƌes de 

l’autƌe puis les oŶt iŵplaŶtĠs Đhez la souƌis Ŷude. Apƌğs Ϯ ŵois, les Đellules ont créé leur 

propre matrice cartilagineuse et les caractéristiques biochimiques de ces deux matrices 

ĠtaieŶt pƌoĐhes ŶotaŵŵeŶt la ƋuaŶtitĠ de GAG et d’ĠlastiŶe Ƌui Ŷe ƌetƌouǀait pas de 

différence significative. 

 

 

e) Les cellules souches 

 

Une autre approĐhe pouƌ ƌĠsoudƌe la diffiĐultĠ d’oďteŶiƌ uŶ ƌĠseƌǀoiƌ de Đellules est 

l’utilisatioŶ de Đellules souĐhes. Celles-Đi soŶt dĠfiŶies paƌ leuƌs pƌopƌiĠtĠs d’auto-

renouvèlement, de prolifération et de différenciation (multipotence) (fig 18).  Les cellules 

souches mésenchymateuses (CSM) sont adhérentes au plastique en culture et peuvent 

pƌolifĠƌeƌ jusƋu’à la ϰϬe gĠŶĠƌatioŶ. Elles soŶt pƌĠseŶtes daŶs diǀeƌs tǇpes de tissus adultes : 

moelle osseuse, tissu adipeux et ont été également isolées à partir de cartilage, périoste, 

sǇŶoǀiale, liƋuide sǇŶoǀial, ŵusĐles et teŶdoŶs, tissu fœtal, plaĐeŶta et du sǇstğŵe 

ǀasĐulaiƌe. Elles peuǀeŶt se diffĠƌeŶĐieƌ eŶ Đellules d’oƌigiŶe ŵĠsodeƌŵiƋue : ostĠoďlastes, 
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chondroblastes, adipocytes, myocytes du muscle lisse, fibroblastes des ligaments et tendons 

et sous certaines conditions en cardiomyocytes, myocytes squelettiques, cellules 

neuronales, cellules rétiniennes, astrocytes, hépatocytes, cellules pancréatiques, cellules 

endothéliales (Merceron et al., 2008). 

Les cellules souches les plus souǀeŶt utilisĠes daŶs le Đadƌe de l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse 

sont les cellules souches de moelle osseuse (Baugé et Boumediene, 2015 ; Karimi H et al., 

2016 ; Zhao et al., 2017), celles issues du tissu adipeux (Xu et al., 2007 ; Wang et Yu, 2014 ; 

Lin et al., 2017), les précurseurs du périchondre (Togo et al., 2006 ; Sart et al., 2009 ; 

Kobayashi et al., 2011) ou eŶĐoƌe les Đellules souĐhes d’oƌigiŶe deŶtaiƌe ;FeƌŶaŶdes et 

al.,2019). 

 

 

 

Figure 18. Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses (Merceron et al., 2008) 

 

f) La co-culture 

 

Enfin, en se basant sur les avantages et inconvénients de chaque type cellulaire, des co-

cultures ont été mises en place. Une co-culture est une culture conjointe de deux types 

cellulaires différents ou plus daŶs uŶ ŵġŵe ŵilieu. DaŶs Ŷotƌe ĐoŶteǆte, l’idĠe de la Đo-

culture est que le « réservoir » de ĐhoŶdƌoĐǇtes auƌiĐulaiƌes est liŵitĠ et l’eǆpaŶsioŶ des 

chondrocytes entraine une perte de leur phénotype et donc leur dédifférenciation. Au 

contraire des cellules souches mésenchymateuses peuvent être expansées sans perte de 
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phĠŶotǇpe ŵais oŶt ďesoiŶ d’uŶ ŵilieu adaptĠ, pƌo-chondrogénique et des facteurs bioactifs 

pour se différencier en chondrocytes (Morrisson et al., 2016). En se basant sur ces notions, 

les chondrocytes apporteraient leur phénotype et leurs facteurs bioactifs pro-

chondrogéniques (notamment Sox 9) et les cellules souches leur nombre et leur pouvoir de 

différenciation. Une co-culture de 20% de chondrocytes et 80% de cellules souches 

mésenchymateuses permet la foƌŵatioŶ d’autaŶt de Đaƌtilage Ƌu’uŶe Đultuƌe de 

chondrocytes « classiques » (Pleumeekers et al., 2015) et pƌĠseŶte l’aǀaŶtage de Ŷe pas 

perdre la différenciation chondrogénique. De même, une co-culture xénogénique de cellules 

souches mésenchymateuses de moelle osseuse de chèvre avec des chondrocytes 

auƌiĐulaiƌes huŵaiŶs peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶe ƋuaŶtitĠ suffisaŶte de Đellules eŶ ǀue d’uŶe 

ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ d’oƌeille paƌ iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse, les ĐhoŶdƌoĐǇtes ĠtaŶt pƌoŵoteuƌ de 

la différenciation en chondrocytes des cellules souches (Zhang et al., 2014). 

 

3) Les biomatériaux disponibles 

 

Matériau conçu pour interagir avec les systèmes biologiques, qu'il participe à la constitution 

d'un dispositif à visée diagnostique ou à celle d'un substitut de tissu ou d'organe ou encore à 

celle d'un dispositif de suppléance (ou d'assistance) fonctionnelle. Telle est la dĠfiŶitioŶ d’uŶ 

biomatériau selon la Société Européenne des Biomatériaux. 

 

Les matrices utilisées dans les dispositifs d'ingénierie tissulaire sont un peu différentes et 

doivent répondre à plusieurs propriétés (Chen et al., 2002 ; O’BƌieŶ, ϮϬϭϭ ; Collins and 

Birkinshaw, 2013) : 

- Leuƌ suƌfaĐe doit peƌŵettƌe l’adhĠsioŶ, la ĐƌoissaŶĐe et la diffĠƌeŶĐiatioŶ Đellulaiƌe et 

doit donc être conçues pour répondre aux besoins nutritionnels et biologiques des 

populations cellulaires impliquées dans la formation de nouveaux tissus. 

- Elles doivent être biocompatibles et ne pas entrainer de réaction inflammatoire ou 

être cytotoxique. 

- Le biomatériau doit être biodégradable. 

- Il doit aǀoiƌ des pƌopƌiĠtĠs ŵĠĐaŶiƋues suffisaŶtes pouƌ l’iŶtĠgƌatioŶ Đellulaiƌe 

jusƋu’au pƌoĐessus de ƌeŵodelage. 
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- Sa poƌositĠ doit ġtƌe suffisaŶte pouƌ faǀoƌiseƌ l’adhĠsioŶ Đellulaiƌe et la sǇŶthğse de 

matrice extracellulaire 

- Le biomatériau doit être reproductible et transformable en structure en trois 

dimensions. 

 

Il existe trois types de biomatériaux : les polymères synthétiques, plus ou moins résorbables, 

les polǇŵğƌes Ŷatuƌels d’oƌigiŶe ďiologiƋue et les ďioŵatĠƌiauǆ dĠĐellulaƌisĠs ;ŵatƌiĐes 

décellularisées).   

 

 

Figure 19. Liste des diffĠƌeŶts ďioŵatĠƌiauǆ Đoŵpatiďles aveĐ l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse, 

d’apƌğs HaisĐh, ϮϬϭϬ. 

 

a) Les polymères synthétiques 

 

Les polymères synthétiques tels Ƌue l’aĐide polǇglǇĐoliƋue ;PGAͿ, l’aĐide polǇlaĐtiƋue ;PLAͿ 

et le polycaprolactone (PCL), ont été utilisés avec succès dans la reconstruction de 

l’aƌŵatuƌe auƌiĐulaiƌe huŵaiŶe iŶ ǀitƌo. CepeŶdaŶt, le ƌĠsultat suƌ la ŶĠofoƌŵatioŶ du 

Đaƌtilage Ŷ’est pas satisfaisaŶt. Il eǆiste sǇstĠŵatiƋueŵeŶt la foƌŵatioŶ d’uŶ ŶĠo-cartilage 

mais celui-ci est fragile et dépourvu de flexibilité (Cao et al., 1997). De plus les expériences in 

vivo, notamment le lapin immunocompétent, montrent la survenue de réaction 

inflammatoire à corps étranger néfaste pour la chondrogenèse et donc la syŶthğse d’uŶ ŶĠo 

Đaƌtilage de ƋualitĠ. Chez la souƌis Ŷude, l’aƌŵatuƌe sǇŶthĠtiƋue a teŶdaŶĐe à se ƌĠsoƌďe et à 
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peƌdƌe sa foƌŵe apƌğs ϰϬ seŵaiŶes d’Ġtudes. Le ŵatĠƌiau le plus staďle est le 

polycaprolactone mais malgré tout, il présente également une perte de volume et de forme 

aǀeĐ le teŵps ;Shieh et al., ϮϬϬϰͿ. Isogai et al. oŶt ĠgaleŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ, à paƌtiƌ d’uŶ 

copolymère de polycaprolactone et acide polylactique, que la formation de cartilage était 

hétérogène au sein même du biomatériau (Igosai et al., 2004). 

 

b) Les polymères naturels  

 

Ils ĐoŵpƌeŶŶeŶt les hǇdƌogels tels Ƌue l’algiŶate ou eŶĐoƌe les polǇŵğƌes de fiďƌiŶe, l’aĐide 

hǇaluƌoŶiƋue, les ĐollagğŶes, l’agaƌose. 

Ils oŶt l’aǀaŶtage d’ġtƌe ŵallĠaďles Đe Ƌui peƌŵet de faĐiliteƌ les ŵodelages des 

construĐtioŶs eŶ foƌŵe d’oƌeille.  

L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue est uŶ glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶe ŶatuƌelleŵeŶt pƌĠseŶt daŶs le Đaƌtilage. Il 

présente des qualités de biodégradation, de biocompatibilité et de biorésorption nécessaires 

à l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse. De Đe fait, il a donc souvent été utilisé comme biomatériau dans 

le Đadƌe de l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse ;ColliŶs aŶd BiƌkiŶshaǁ, ϮϬϭϯͿ. 

L’algiŶate pƌĠseŶte ĠgaleŵeŶt des ƋualitĠs Đe Ƌui eŶ fait uŶ ďioŵatĠƌiau utilisĠ de ŵaŶiğƌe 

préférentielle. Plusieurs études rapportent une chondrogenèse à partir de différents types 

Đellulaiƌes ĐultiǀĠes daŶs l’algiŶate ;Xu et al., ϮϬϬϴ ; Duval et al., 2012 ; Son et al., 2013)  

Basés sur les mêmes propriétés, de nombreux autres polymères naturels sont utilisés 

comme tissu de soutien de la recellularisation, les plus souvent utilisés étant le collagène 

(Aoki et al., 2003 ; Gruber et al., 2006) et l’agaƌose (Gruber et al., 2006). 

 

Il peut également y avoir des mélange de polymères naturels : collagène et acide 

hyaluronique (Kim et al., 2012), alginate et acide hyaluronique (Son et al., 2013Ϳ, d’agaƌose 

et de collagène (Gruber et al., 2006). 

 

c) Les matrices décellularisées  

 

Depuis le début des aŶŶĠes ϮϬϬϬ et l’aǀğŶeŵeŶt de l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe, les ŵatƌiĐes 

décellularisées se sont progressiǀeŵeŶt dĠǀeloppĠes.  Elles s’oďtieŶŶeŶt eŶ dĠĐellulaƌisaŶt 

uŶ tissu, Đ’est-à-dire en retirant les cellules de ce tissu, par différents moyens (physique, 
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chimique ou enzymatique). On obtient alors une matrice extra cellulaire de même 

composition et de même structure en trois dimensions que le tissu à reconstruire. Cette 

ŵatƌiĐe dĠĐellulaƌisĠe est le suppoƌt idĠal à la ƌeĐellulaƌisatioŶ paƌ des Đellules de l’hôte. 

L’aǀaŶtage de Đes ŵatƌiĐes est Ƌu’elles pƌĠseŶteŶt daŶs leuƌ ĐoŵpositioŶ les ŵolĠĐules 

signalĠtiƋues Ƌui peƌŵetteŶt d’oƌieŶteƌ la diffĠƌeŶĐiatioŶ Đellulaiƌe. 

L’iŵpoƌtaŶt est de ƌĠaliseƌ uŶe dĠĐellulaƌisatioŶ satisfaisaŶte afiŶ de Ŷe pas aǀoiƌ de ƌĠaĐtioŶ 

immunitaire qui dégraderait le biomatériau et donc le tissu. 

 

 

4) Les facteurs pro-chondrogéniques 

 

Afin de faǀoƌiseƌ l’eǆpaŶsioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes tout eŶ ŵaiŶteŶaŶt leuƌ phĠŶotǇpe, il est 

classiquement utilisé des facteurs pro-ĐhoŶdƌogĠŶiƋues Ƌu’ils soieŶt ďioĐhiŵiƋues ou 

physiques. Ces facteurs permettent de maintenir le phénotype chondrocytaire pendant la 

phase de multiplication cellulaire mais également de retrouver un phénotype chondrocytaire 

après une dédifférenciation. 

 

a)  Les facteurs bioactifs 

 

- Le Transforming Growth Factor Beta (TGF-βͿ est uŶ facteur de croissance impliqué 

dans des processus physiologiques essentiels comme le développement 

embryonnaire, la réparation tissulaire, la différenciation et le contrôle de la 

croissance cellulaire. Au niveau du cartilage, il est considéré comme un facteur 

aŶaďoliƋue puissaŶt puisƋu’il augŵeŶte le dĠpôt et la réparation de la matrice extra 

Đellulaiƌe eŶ faǀoƌisaŶt la sǇŶthğse de ĐollagğŶe de tǇpe II et d’aggƌĠĐaŶes 

(Verrecchia et al., 2002). En 2004, Shieh et al. ont démontré que le TGF-β peƌŵettait 

de favoriser la redifférenciation des chondrocytes auriculaires humains 

dédifférenciés et la formation de matrice extracellulaire (Shieh et al., 2004). 

 

- Le Bone Morphologic Protein -2 (BMP-2) est une molécule qui fait partie de la      

superfamille des Transforming Growth Factor-β ;TGF-βͿ. Il favorise la différenciation 

des cellules souches en chondrocytes. Le BMP-2 favorise également la 
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redifféreciation des chondrocytes en culture en deux et trois dimensions avec une 

augmentation de la synthèse de collagène de type II au détriment du type I (Grunder 

et al., 2004). Cependant, si les chondrocytes sont exposés plus longuement au BMP-

2, ils vont se différencier vers un phénotype osseux (Pizette et al., 2000).   

 

- Le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) fait partie de la famille des facteurs de 

croissance. Au Đouƌs de l’eŵďƌǇologie, il favorise la différenciation des cellules 

souches mésenchymateuses en chondrocytes. Il a également été prouvé que son 

utilisation favorisait la néo-vascularisation des billes de cartilage implantées chez la 

souris nude (Isogai et al., 2005). La culture de chondrocytes avec le bFGF aboutit à 

une meilleure expression des gènes spécifiques de la chondrogenèse : COL2A1, ACAN 

et ELN.  En 2014, il a également été confirmé le caractère prolifératif des 

chondrocytes auriculaires humains traités par bFGF (Shasti et al., 2014). Enfin, il a 

également été démontré le caractère chondrogénique du bFGF sur des cellules 

souches mésenchymateuses adipeuses (Chiou et al., 2006). 

 

 

- L’IŶsuliŶ-like Growth Factor (IGF) est également un facteur de croissance qui 

ressemble à l’hoƌŵoŶe de croissance et dont le rôle physiologique est de stimuler la 

croissance des cartilages de conjugaison par une stimulation des chondrocytes déjà 

diffĠƌeŶĐiĠs. L’IGF faǀoƌise doŶĐ la ŵultipliĐatioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes ;Youssef et al., 

2017). Plusieurs études oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l’IGF-1 peut induire la chondrogenèse des 

cellules souches mésenchymateuses obtenues à partir de moelle osseuse (Zhou et 

al., 2016) ou encore de tissus adipeux (Longobardi et al., 2006). 

 

 

b)  les facteurs physiques 

 

- L’HǇpoǆie.  

L’hǇpoǆie joue uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs la ĐhoŶdƌogeŶğse. Il faǀoƌise l’eǆpƌessioŶ et la sǇŶthğse 

de Sox 9 qui va directement stimuler la synthèse de collagène de type II (Henrionnet et al., 

2017 ; Shang et al., 2014 ; Schipani, 2005). 
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L’hǇpoǆie stiŵule ĠgaleŵeŶt la sǇŶthğse du facteur de transcription Hypoxia-Inducible-

Factor (HIF) qui régule la chondrogenèse. Il a aussi été prouvé que le HIF permettait 

d’iŶhiďeƌ la sǇŶthğse de ĐollagğŶe de tǇpe I et III et faǀoƌise la sǇŶthğse de ĐollagğŶe de tǇpe 

II et d’aggƌĠĐaŶes loƌs de la re-différentiation chondrogénique (Duval et al., 2009 ; 2016). 

EŶfiŶ, loƌs de la ŵise eŶ plaĐe Đhez la souƌis Ŷude, les ďilles d’algiŶate ĐultiǀĠes eŶ hǇpoǆie 

donnent un meilleur résultat que les billes cultivées en normoxie (Duval et al., 2012). 

 

- La culture en 3D 

La culture en 3 dimensions favorise également la chondrogenèse. En effet, plusieurs études 

(Andriamanalijaona et al., 2008 ; Naumann et al., 2004) ont démontré que la culture de 

chondrocytes en monocouche faisait perdre aux chondrocytes leur phénotype cartilagineux, 

à savoir la production de collagène de type II et des aggrécanes au profit de collagène de 

type I, et que ces mêmes chondrocytes, initialement cultivés en monocouche, retrouvé leur 

phĠŶotǇpe ĐaƌtilagiŶeuǆ loƌsƋu’ils ĠtaieŶt ƌĠ-ensemencés en trois dimensions. 

 

- Stress mécanique 

Le stress mécanique est une condition favorisant la différenciation terminale des 

chondrocytes. Su et al a démontré que la contrainte mécanique exercée sur des cellules 

souches mésenchymateuses favorisait la différenciation en chondrocytes avec une synthèse 

de collagèe de type I, type II et aggrécanes (Su et al., 2020). 

 

 

E- La décellularisation 

 

1) Définition et intérêts 

 

Le principe de décellularisation est appaƌu il Ǉ a uŶe ǀiŶgtaiŶe d’aŶŶĠe. Elle ĐoŶsiste en la 

suppression de toutes les cellules d’un tissu donneur. Cela permet de conserver la matrice 

eǆtƌa Đellulaiƌe et de l’utiliseƌ Đoŵŵe ďioŵatĠƌiau, tout eŶ suppƌiŵaŶt les ƌĠaĐtioŶs 

iŵŵuŶitaiƌes de ƌejet dues à la pƌĠseŶĐe des Đellules et ŶotaŵŵeŶt de l’ADN et des 

marqueurs de surface. Pour ce faire, les techniques utilisées doivent pouvoir dénaturer ou 

rompre les membranes cellulaires et nucléaires afin de lyser les cellules et les noyaux tout en 



58 

 

préservant au maximum les protéines de la matrice extracellulaire qui sera utilisée par la 

suite. 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet de ƌetƌouǀeƌ les aǀaŶtages d’uŶe « autogreffe », Đ’est-à-dire une 

bonne histocompatibilité et une réaction immunogène minime tout en palliant à son 

principal inconvénient qui est la biodisponibilité.  

 

 

 

2) Les manipulations princeps 

 

Le premier article référencé sur Pubmed parlant de décellularisation est à mettre au crédit 

de l’ĠƋuipe fƌaŶçaise d’Allaiƌe et al. à pƌopos d’aoƌtes dĠĐellulaƌisĠes et tƌaŶsplaŶtĠes de 

manière xenogénique (Allaire et al., 1997Ϳ.  CepeŶdaŶt le pƌotoĐole de dĠĐellulaƌisatioŶ Ŷ’est 

pas décrit précisément. 

Ensuite, de manière plus détaillée, les tissus valvulaires (O'Brien et al., 1999 ; Elkin et al., 

2001 ; Zeltinger et al., 2001) et dermique (Conklin et al., 2002) décellularisés ont été plus 

largement décrits. 

 

Le premier cas de matrices décellularisées a été élaborée à partir de cartilage articulaire 

prélevé sur cadavre frais (Yang et al., 2008).  Dans son travail, la matrice extra cellulaire est 

donc utilisée comme biomatériau. Après décellularisation physique, chimique et 

enzymatique, et recellularisation par des cellules souches mésenchymateuses de moelle 

osseuse de chien, elles ont été implantées chez la souris nude, au niveau dorsal pendant 4 

semaines. Après explantation et analyses histologiques, on retrouve les marqueurs de la 

chondrogenèse : chondrocytes, collagène de type II, protéoglycanes dans la matrice. 
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Figure 20. La coloration HE retrouve des cellules similaires aux chondrocytes (A). La 

coloration à la safranine O est positive et met donc en évidence la synthèse de 

protéoglycanes (B). La coloration au bleu de toluidine est également positive aux composants 

de la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe Đoŵŵe les pƌotĠoglǇĐaŶes ;CͿ. EŶfiŶ l’iŵŵuŶohistoĐhiŵie ŵet 

en évidence la préseŶĐe de ĐollagğŶe de tǇpe II ;DͿ, d’apƌğs YaŶg ;YaŶg et al., ϮϬϬϴͿ. 

 

Stapleton, également en 2008 a décellularisé des ménisques de porc (Stapleton et al., 2008) 

à paƌtiƌ d’uŶ tƌaiteŵeŶt ĐhiŵiƋue ;SDS, aĐide peƌaĐĠtiƋueͿ, phǇsiƋue ;solutioŶ hǇpotoŶiƋue, 

hypertonique, agitation et température élevée à 45°C), et enzymatique (protéase et 

nucléase).  

 

 

3) Les critères de décellularisation de Crapo  

 

Afin de diminuer la réaction immunitaire et de rendre possible toute recellularisation in vivo 

et in vitro, la littératuƌe s’aĐĐoƌde à ƌespeĐteƌ tƌois Đƌitğƌes Ƌui sigŶeŶt uŶe dĠĐellulaƌisatioŶ 

de qualité (Crapo et al, 2011). Dans le tissu décellularisé, il faut que : 
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- La ƋuaŶtitĠ d’ADN soit iŶfĠƌieuƌe à ϱϬŶg paƌ ŵg de tissu seĐ. 

- La loŶgueuƌ des fƌagŵeŶts d’ADN ƌestaŶt doit être inférieure à 200 paires de bases. 

- La ĐoloƌatioŶ à l’HĠŵatoǆǇliŶe – éosine (HE) ou 4,6 diamidino-2-phenylindole (DAPI) 

ne doit pas retrouver de noyaux cellulaires. 

 

Ces tƌois Đƌitğƌes ƌespeĐtĠs peƌŵetteŶt d’oďteŶiƌ uŶe ŵatƌiĐe dĠĐellulaƌisĠe Ƌui Ŷe 

provoquera pas de réaction inflammatoire et de rejet. 

 

4) Les différentes techniques de décellularisation 

 

Pour aboutir à cet objectif de qualité, défini par Crapo, plusieurs techniques ont été utilisées. 

L’oďjeĐtif ĠtaŶt toujouƌs le ŵġŵe, ĠĐlateƌ les Đellules et fƌagŵeŶteƌ l’ADN tout eŶ pƌĠseƌǀaŶt 

la matrice au maximum. 

L’effiĐaĐitĠ de la dĠĐellulaƌisatioŶ dĠpeŶd de la teĐhŶiƋue utilisĠe, de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ du 

pƌoduit, de soŶ ŵode d’aĐtioŶ, de la duƌĠe de ŵise eŶ ĐoŶtaĐt ŵais ĠgaleŵeŶt de la deŶsitĠ 

cellulaiƌe iŶitiale, de soŶ Ġpaisseuƌ et de sa ĐoŵpositioŶ ;lipides, pƌotĠiŶes…Ϳ. 

 

a) Chimique 

 

Plusieuƌs faŵilles d’ageŶts ĐhiŵiƋues soŶt utilisĠes. Les aĐides ou ďases ;aĐide peƌaĐĠtiƋueͿ 

vont solubiliser les composants du cytoplasme cellulaire et couper les acides nucléiques, les 

solutions hypo- ou hypertoniques vont lyser les cellules par choc osmotique. Quant aux 

détergents non-ioniques tel que le triton X-100, ils agissent en perturbant les interactions 

protéines-ADN, lipides-lipides ou encore lipides-protéines des membranes (Gilbert et al., 

2006).  Les détergents ioniques, tels que le sodium dodecyl sulfate (SDS) ou le sodium déoxy-

cholate (DOC) solubilisent également les membranes cellulaires et nucléaires en dénaturant 

les protéines et lipides. Enfin, les solvants (acétone) ou les alcools sont également utilisés. 

Le tissu à décellulariser est soit immergé dans une de ces solutions (technique la plus 

utilisĠeͿ, soit peƌfusĠ ŶotaŵŵeŶt s’il s’agit d’uŶ oƌgaŶe eŶtieƌ ;Duisit et al., ϮϬϭϱͿ. UŶe 

agitation est souvent assoĐiĠe afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe hoŵogĠŶĠitĠ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs du 

produit et donc une meilleure efficacité. Cette agitation permet également, de manière 

ŵĠĐaŶiƋue, de suppƌiŵeƌ les ƌĠsidus d’ADN et Đellulaiƌes du tissu. 
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b) Physique 

 

Les cycles de gel –dégel entrainent la formation de cristaux intracellulaires et finit par 

aboutir à une rupture membranaire aussi bien cytoplasmique que nucléaire.  

L’agitatioŶ, paƌ soŶ aĐtioŶ puƌeŵeŶt ŵĠĐaŶiƋue, peƌŵet de fƌagiliseƌ et ƌoŵpƌe les 

membranes cellulaires. Cette technique est souǀeŶt utilisĠe eŶ ĐoŵplĠŵeŶt d’autƌes 

tƌaiteŵeŶts Ƌu’ils soient chimique ou enzymatique. 

 

c) Enzymatique 

 

De nombreuses enzymes peuvent être utilisées. Certaines reviennent néanmoins plus 

fréquemment dans les protocoles et notamment les DNAses et RNAses en fin de traitement 

de décellularisation. 

D’autƌes eŶzǇŵes, telles Ƌue l’Ġlastase, la pƌoŶase, la hǇaluƌoŶidase, la ĐollagĠŶase, la 

pepsine ou encore la trypsine (Schneider et al., 2016), avec des résultats plus ou moins 

satisfaisants. 

Ce Ƌu’il faut ƌetenir, Đ’est Ƌue le tƌaiteŵeŶt eŶzǇŵatiƋue est ƌaƌeŵeŶt utilisĠ de ŵaŶiğƌe 

isolée ŵais plutôt Đoŵŵe uŶe Ġtape d’uŶ pƌotoĐole ĐoŵpƌeŶaŶt des ageŶts ĐhiŵiƋues et 

physiques. 

 

 

F- Les réactions immunitaires 

 

Loƌs de l’iŶtƌoduĐtioŶ d’uŶ Đoƌps ĠtƌaŶgeƌ au seiŶ de l’oƌgaŶisŵe, uŶe ƌĠaĐtioŶ de dĠfeŶse ǀa 

se mettre en place. Initialement, les cellules présentatƌiĐes d’aŶtigğŶes jouent le rôle 

d’aĐtiǀatioŶ des lǇŵphoĐǇtes. OŶ ǀa aloƌs ǀoiƌ deuǆ ƌĠpoŶses possiďles, souǀeŶt opposĠes 

l’uŶe à l’autƌe, eŶ foŶĐtioŶ des ŵĠdiateuƌs sĠĐƌĠtĠs. Il s’agit de la ƌĠpoŶse Thϭ avec sécrétion 

d’iŶteƌfĠƌoŶ γ (IFN-γͿ stiŵulaŶt de ŵaŶiğƌe pƌĠpoŶdĠƌaŶte l’iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe, qui a un 

effet pro inflammatoire et va donc entrainer les réactions de rejets de corps étrangers. 

Par opposition à la précédente, la réponse Th2, aǀeĐ sĠĐƌĠtioŶ d’iŶteƌleukiŶes ;IL-4, IL-5, IL-

10) sera immunomodulatrice et aura un caractère plutôt remodelante en stimulant 

l’iŵŵuŶitĠ huŵoƌale. 
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1) La réponse Th1 

 

En réponse à divers agents pathogènes, les lymphocytes Th1 vont secréter une cytokine bien 

paƌtiĐuliğƌe, l’IFN-γ. Cette ĐǇtokiŶe appartient à la grande famille des interférons (IFN), dont 

l’aĐtioŶ pƌiŶĐipale est d’iŶteƌfĠƌeƌ suƌ la ƌĠpliĐatioŶ ǀiƌale, ŵais ont également une action 

antibactérienne et antiproliférative. Elle active les macrophages qui produisent à leur tour 

de l’IL-12 impliquée dans le recrutement des lymphocytes Th1 et leur différenciation en 

lymphocytes T8 cytotoxiques. Le ƌeĐƌuteŵeŶt des lǇŵphoĐǇtes Thϭ peƌŵet d’augŵeŶteƌ la 

pƌoduĐtioŶ d’IFN-γ de ŵaŶiğƌe loĐal afiŶ d’assuƌeƌ uŶe aĐtiǀatioŶ des ŵaĐƌophages eŶ 

phénotype M1 pro-inflammatoire (Murray, 1988; Young, 1996; Mosser et al., 2008). En 

réponse à une agression, les ŵaĐƌophages soŶt ĠgaleŵeŶt Đapaďles de pƌoduiƌe de l’IFN-γ 

(Fenton et al., 1997). 

La polaƌisatioŶ des ŵaĐƌophages eŶ phĠŶotǇpe Mϭ paƌ l’IFN-γ ƌĠsulte de l’aĐtiǀatioŶ de ǀoies 

de sigŶalisatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe Ƌui ĐoŶduiseŶt à l’eǆpƌessioŶ de gğŶes spĠĐifiƋues impliqués 

daŶs l’aĐtiǀitĠ pƌo-inflammatoire des macrophages. L’IFN-γ stiŵule la polarisation M1 des 

macrophages tout en inhibant le développement de phénotype M2 des macrophages (Liu et 

al., 2008). 

Les macrophages M1 correspondent à une activation « classique » des macrophages.  

Les macrophages M1 sont caractérisés par la présence de marqueurs membranaires CD68 

(marqueurs des macrophages) et CCR7. 

 

 

2) La réponse Th2  

 

La réponse Th2 correspond à un autre profil de production de cytokine, avec une sécrétion 

majoƌitaiƌe d’IL-4, IL-5 et IL-10. Ces iŶteƌleukiŶes Ŷ’aĐtiǀeŶt pas les ŵaĐƌophages Mϭ 

cytotoxiques mais plutôt des macrophages M2, anti-inflammatoire qui promeuvent 

l’iŵŵuŶoƌĠgulatioŶ, la ƌĠappaƌitioŶ tissulaiƌe et le ƌeŵodelage Les lymphocytes Th2 

soutieŶŶeŶt la diffĠƌeŶtiatioŶ des lǇŵphoĐǇtes B pouƌ la pƌoduĐtioŶ d’aŶtiĐoƌps. Les 

ŵaĐƌophages MϮ pƌoduiseŶt des tauǆ ĠleǀĠs d’Il-10 et de TGF-β et iŶhiďe les ĐǇtokiŶes pƌo-

iŶflaŵŵatoiƌes. Ils faǀoƌiseŶt ĠgaleŵeŶt l’aŶgiogeŶğse et augŵeŶteŶt le ƌeŵodelage 

tissulaire (Strom et al., 1996). 
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Les macrophages M2 sont marqué CD68+ (marqueurs des macrophages) et CD206+ (Zhai et 

al, 1999). 

Il a été démontré que le développement de ces deux types de lymphocytes était 

ŵutuelleŵeŶt aŶtagoŶiste : l’IFN-α (la « signature » des Th1) bloque le développement des 

Th2 via l’iŶhiďitioŶ de la pƌoduĐtioŶ d’IL-4 (« signature » des Th2) et réciproquement.  

 

 

 

Figure 21. Tiré du chapitre « immunité à médiation cellulaire » du laďoƌatoiƌe d’iŵŵuŶologie 

de la faculté de médecine de Cochin – Port Royal du Pr B Weill. 
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Au final, les macrophage M1, pro-inflammatoires, cytotoxiques promeuvent la voie de mort 

et sont associés auǆ sigŶes de l’iŶflaŵŵatioŶ et ŶotaŵŵeŶt de l’iŶflammation chronique. A 

contrario, les macrophages M2 sont anti-inflaŵŵatoiƌes et pƌoŵeuǀeŶt l’iŵŵuŶo-

régulation, la réparation tissulaire et le remodelage.  

C’est doŶĐ Đette seĐoŶde ǀoie Ƌue l’oŶ ĐheƌĐhe à oďteŶiƌ loƌsƋue l’oŶ dĠĐellulaƌise uŶ tissu 

daŶs le Đadƌe d’uŶe ǆĠŶogƌeffe (Badylak et Gilbert, 2008). 

 

 

3) Le Gal-épitope  

 

Le Gal-épitope est un antigène membranaire présent en forte concentration dans toutes les 

espğĐes aŶiŵales et ďaĐtĠƌieŶŶes, à l’eǆĐeptioŶ de l’Hoŵŵe et des GƌaŶds SiŶges.  

L’Hoŵŵe et les GƌaŶds SiŶges Ŷ’eǆpƌiŵeŶt pas de Gal-épitope de surface car une mutation 

du gène de la 1,3-galactosyl-transférase. Par contre, dû à une exposition constante de ces 

aŶtigğŶes, ŶotaŵŵeŶt au Ŷiǀeau iŶtestiŶal, ǀia les ďaĐtĠƌies, l’Hoŵŵe et les GƌaŶds SiŶges 

pƌoduiseŶt uŶe ƋuaŶtitĠ tƌğs iŵpoƌtaŶte d’aŶtiĐoƌps aŶti Gal-épitope. Cela explique que la 

présence de ce Gal-épitope membranaire est la première cause de rejet dans le cadre de 

xénogreffe (Badylak et al., 2008).  

La recherche de ce Gal-épitope au sein des différents biomatériaux utilisés couramment en 

médecine a été faite notamment au niveau des valves cardiaques porcines mais aussi du 

cartilage articulaire. 

Au niveau des valves cardiaques de porc, ces dernières sont Gal positive. Et également 

ƌetƌouǀĠe daŶs la ĐiƌĐulatioŶ sǇstĠŵiƋue, uŶe augŵeŶtatioŶ d’aŶtiĐoƌps aŶti-Gal Ġpitope. S’il 

Ŷ’Ǉ a pas de ƌejet aigu des ǀalǀes poƌĐiŶes, il eǆiste aǀeĐ le teŵps uŶe dĠgƌadatioŶ et uŶe 

calcification progressive, notamment chez les patients jeunes, qui peuvent être attribuées à 

cet antigène de surface, (Konakci et al., 2005). 

De même avec le cartilage porcin implanté chez le singe Rhésus, il existe une réaction 

inflammatoire avec une présence importante de lymphocytes alors que si ce cartilage est 

traité par une galactosidase, la réaction est beaucoup moins importante avec des 

lymphocytes passant de 70% des cellules présentes au niveau de la zone implantée à 10% 

(Stone et al., 1998). 
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4) L’ADN 

 

La peƌsistaŶĐe de fƌagŵeŶts d’ADN au seiŶ de ďioŵatĠƌiau apƌğs dĠĐellulaƌisatioŶ est 

impliquée dans les réactions inflammatoires chroniques dans le Đadƌe d’appliĐatioŶ 

orthopédique (Zheng et al.,2005).  

Néanmoins, les fragments retrouvés dans différentes biomatériaux ont une taille inférieure à 

300 paires de bases et sont donc très rapidement dégradés lors que leur implantation in vivo 

et sans pour autant engendrer de réaction inflammatoire trop importante. A contrario, le 

seul ďioŵatĠƌiau daŶs leƋuel soŶt ƌetƌouǀĠs des ďƌiŶs d’ADN plus loŶg est le GraftJacket™, 

un derme artificiel fabriqué à partir de matrice extracellulaire de derme de porc, et celui-ci 

est rapidement dégradé après sa mise en place (Gilbert et al., 2009). 
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L’oďjeĐtif de Đe tƌaǀail est de pƌoposeƌ un biomatériau ayant des propriétés pro-

chondrogéniques développé à paƌtiƌ d’uŶ tissu oƌiginel selon le principe de la 

décellularisation. 

Pour ce faire, nous avons mis au point un protocole de décellularisation du cartilage 

auriculaire dans un premier temps.  

Ensuite nous avons recellularisé cette matrice extracellulaire avec différents types 

cellulaires.  La recellularisation a été mise au point in vitro. 

Nous aǀoŶs ĠgaleŵeŶt ĠtudiĠ la ƌĠaĐtioŶ iŵŵuŶitaiƌe Ƌu’eŶgeŶdƌait Đe ďioŵatĠƌiau, iŶ ǀiǀo, 

chez des souris immunocompétentes.  

Enfin, nous avons créé un modèle de défect cartilagineux chez le lapin et étudié le caractère 

chondrogénique de notre biomatériau in vivo.  
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A- Obtention du cartilage de porc 

 

Le cartilage auriculaire a été obtenu sur des porcelets de 3 mois (environ 40kgs) utilisés dans 

le Đadƌe d’uŶ autƌe protocole de recherche au Centre Universitaire des ressources 

BiologiƋues de l’UŶiǀeƌsitĠ de CaeŶ. A la fiŶ des ŵaŶipulatioŶs, le poƌĐelet Ġtait saĐƌifiĠ. 

Nous soŵŵes doŶĐ iŶteƌǀeŶus au ŵoŵeŶt de la ŵise à ŵoƌt de l’aŶiŵal. Les oƌeilles oŶt ĠtĠ 

prélevés puis transportées et conservées dans du PBS contenant un mélange antibiotique 

;ϱϬϬ IU/ŵL de PĠŶiĐilliŶe, ϱϬϬ μg/ŵL de StƌeptoŵǇĐiŶe et ϯϬμM de CipƌofloǆaĐiŶeͿ. 

Au laboratoire, le cartilage était disséqué de manière stérile, le tissu cutané et le 

périchondre ont alors été retirés. Après de nouveaux rinçages au PBS additionné 

d’antibiotiques, le cartilage était conservé à -ϴϬ°C jusƋu’à utilisatioŶ. 

 

 

B- Protocole de décellularisation du cartilage 

 

Le cartilage était découpé en fragments de 10x10mm pour être soumis au protocole de 

décellularisation enzymatique. 

Ce protocole comprenait un premier traitement par une solution de collagénase I à une 

concentration de 0,2% pendant 3h sous agitation, puis une solution de pronase à 0,2% 

pendant 3h et enfin une solution de DNAse I à 50 kU/mL 2 fois pendant 15 minutes. Chacune 

de ces étapes Ġtait suiǀie d’uŶe Ġtape de laǀage à l’eau distillĠe, et le pƌotoĐole se teƌŵiŶait 

paƌ uŶ laǀage daŶs uŶ gƌaŶd ǀoluŵe d’eau distillĠe, sous agitatioŶ douĐe, toute la Ŷuit eŶ 

chambre froide à 4°C. 
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Figure 22. Schéma représentant les différentes étapes de notre protocole de 

décellularisation. 

 

 

C- Etude de l’ADN ƌĠsiduel 

 

1) Dosage d’aĐides ŶuĐlĠiƋues  

 

Les acides nucléiques des échantillons de cartilage après chaque étape de décellularisation 

ont été extraits puis dosés.  

Les échantillons étaient digérés pendant 2h à 56°C dans une solution de protéinase K à 0,005 

U/μL, puis l’eǆtƌaĐtioŶ Ġtait effeĐtuĠe paƌ la ŵĠthode phĠŶol/Đhloƌofoƌŵe/alĐool 

isoaŵǇliƋue. Le dosage Ġtait eŶsuite ƌĠalisĠ paƌ ŵiĐƌodƌop ;Theƌŵo SĐieŶtifiĐTM, μDƌopTM 

et logiciel Thermo ScientificTM SkanItTM) en n=3 avec lecture à 260 nm pour les acides 

nucléiques, 280 nm pour la contamination aux protéines et 230 nm pour les solvants. Ces 

valeurs étaient rapportées à la masse des échantillons après décellularisation.  
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2) Electrophorèse des acides nucléiques sur Gel d’agaƌose 

 

AfiŶ d’Ġǀalueƌ la taille des fƌagŵeŶts d’ADN ƌĠsiduel, et Đe, apƌğs ĐhaƋue Ġtape de la 

dĠĐellulaƌisatioŶ, Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ uŶ gel d’agaƌose Ϯ%, aǀeĐ dĠpôt des ĠĐhaŶtilloŶs 

nucléiques préalablement colorés au gel red, et migration à 100V pendant 40 minutes. La 

révélation était effectuée par exposition aux UV (ChemiDoc XRS, BioRad).  

 

 

3) Marquage au Hoechst  

 

Un fragment de cartilage auriculaire prélevé après chaque étape du protocole était inclus en 

OCT (gel Optimal CuttiŶg TeŵpeƌatuƌeͿ, uŶ ĐƌǇopƌĠseƌǀaŶt, puis dĠĐoupĠ à ϱμŵ d’Ġpaisseuƌ 

au cryostat (Leica CM3050) et déposé sur lames chargées. Un marquage au Hoechst était 

ƌĠalisĠ aǀaŶt oďseƌǀatioŶ paƌ ŵiĐƌosĐopie à fluoƌesĐeŶĐe afiŶ de ǀĠƌifieƌ l’aďseŶĐe de ŶoǇauǆ 

sur la totalité des coupes à disposition. 

 

 

D- Caractérisation de la matrice extra cellulaire du cartilage décellularisé 

 

1) Etudes histologiques 

 

Les différents échantillons de cartilage, provenant de chaque étape de la décellularisation 

étaient inclus en OCT puis coupés à ϱµŵ d’Ġpaisseuƌ au ĐƌǇostat ;LeiĐa CMϯϬϱϬSͿ. 

Différentes colorations sont alors pratiquées. La coloration hématoxyline – éosine permet 

d’aǀoiƌ uŶe idĠe gĠŶĠƌale du ĐoŵpoƌteŵeŶt de la ŵatƌiĐe et des ŶoǇauǆ loƌs de la 

décellularisation, avec une coloratioŶ paƌ l’hĠŵatoǆǇliŶe, pour les acides nucléiques du 

noyau, et par éosine, pour les composants basiques de la MEC tels que le collagène, était 

réalisée comme première caractérisation tissulaire. 

Une coloration au bleu alcian met en évidence les aggrécanes, composants essentiels de la 

matrice. La solution de coloration a été utilisée à un pH de 2.5 afin de mettre en évidence les 

glycosaminoglycanes totaux via leurs charges négatives (groupements acides des 
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mucopolysaccharides carboxylés). Les noyaux étaient mis en évidence après coloration à 

l’hĠŵatoǆǇliŶe. 

Afin de mettre en évidence les protéoglycanes sulfatés, une coloration par Safranine O à 

0,1% et Fast Green à 0,02% (pour la contre-coloration) a été réalisée. Les noyaux étaient mis 

en évidence après coloƌatioŶ à l’hĠŵatoǆǇliŶe.  

Enfin uŶe ĐoloƌatioŶ paƌ solutioŶ d’oƌĐĠiŶe et aŵplifiĐatioŶ paƌ peƌŵaŶgaŶate de potassiuŵ 

Ϭ,Ϯϱ% Ġtait ƌĠalisĠe afiŶ de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe les fiďƌes d’ĠlastiŶe pƌopƌes au Đaƌtilage 

élastique. 

 

2) Dosages quantitatifs 

 

De même, différents constituants de la matrice extra cellulaire de chaque échantillon de 

cartilage issu de chaque étape de la décellularisation, ont été dosés de manière quantitative 

gƌâĐe à des kits spĠĐifiƋues. Le kit SiƌĐol™ ;BioĐoloƌ, UKͿ peƌŵet de doseƌ les Đollagğnes 

soluďles et iŶsoluďles. Le kit BlǇsĐaŶ™ ;BioĐoloƌ, UKͿ peƌŵet ƋuaŶt à lui de ƋuaŶtifieƌ les 

glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶes. EŶfiŶ le kit FastiŶ™ ;BioĐoloƌ, UKͿ Ŷous ƌeŶseigŶe suƌ la ƋuaŶtitĠ 

d’ĠlastiŶe. AǀaŶt l’utilisatioŶ de Đes kits, le fƌagŵeŶt ĐaƌtilagiŶeuǆ est pesé puis digéré. Puis 

les différentes étapes du kit sont réalisées. La mesure se fait par densité optique à la 

fréquence adaptée à chaque kit sur ŵiĐƌodƌop ;Theƌŵo SĐieŶtifiĐTM, μDƌopTM et logiĐiel 

Thermo ScientificTM SkanItTM). 

 

E- Etude de la chondrogenèse in vitro 

 

1) Provenance des cellules 

 

a) Obtention des chondrocytes 

 

Des fragments de cartilage auriculaire de porc étaient digérés par de la collagénase de type II 

à 0,2% toute la nuit à 37°C,  dans du DMEM complémenté (10% SVF, 100 IU/mL de 

pénicilline et ϭϬϬ μg/ŵL de stƌeptoŵǇĐiŶeͿ. La suspeŶsioŶ Đellulaiƌe Ġtait paƌ la suite filtƌĠe 

daŶs uŶ taŵis ĐoŶteŶaŶt des poƌes de ϳϬ μŵ, puis ĐeŶtƌifugĠe ϭϬ ŵiŶutes à ϭϱϬϬ RPM. Le 

Đulot Ġtait eŶsuite ƌesuspeŶdu daŶs uŶ ŵilieu d’eǆpaŶsioŶ ĐlassiƋue, DMEM ĐoŵplĠŵeŶtĠ et 
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mis en culture à 37°C avec 5% de CO2. Les changements de milieu étaient réalisés trois fois 

paƌ seŵaiŶe jusƋu’à ĐoŶflueŶĐe puis les Đellules ĠtaieŶt ĐoŶgelĠes daŶs de l’azote liƋuide 

jusƋu’à utilisatioŶ. 

 

 

b) Obtention des cellules souches mésenchymateuses 

 

La moelle osseuse, obtenue par aspiration au niveau du fémur de patients ayant signé un 

foƌŵulaiƌe de ĐoŶseŶteŵeŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ le ĐoŵitĠ loĐal d’ĠthiƋue ;CPP Noƌd-Ouest III), a 

ĠtĠ ƌepƌise daŶs du PBS ϭX aǀeĐ ϯϬ μM de ĐipƌofloǆaĐiŶe, puis tƌaŶsǀasĠe suƌ un gradient de 

FiĐoll. Apƌğs uŶe ĐeŶtƌifugatioŶ de ϰϬ ŵiŶutes à ϰϬϬ g, l’aŶŶeau ĐoŶteŶaŶt les ŵoŶoĐǇtes 

Ġtait pƌĠleǀĠ puis ƌesuspeŶdu daŶs du ŵilieu d’eǆpaŶsioŶ de CSM : α-MEM avec 10% de SVF, 

1 ng/mL de FGF-2, 200 mM de glutamine, 100 IU/mL de pénicilline et ϭϬϬ μg/ŵL de 

streptomycine. Les changements de milieu ont été réalisés trois fois par semaine, hormis le 

pƌeŵieƌ ĐhaŶgeŵeŶt de ŵilieu effeĐtuĠ apƌğs ĐiŶƋ jouƌs d’adhĠƌeŶĐe Đellulaiƌe. Les Đellules 

ont été incubées à 37°C avec 5% de CO2. Elles ont été ĐultiǀĠes jusƋu’au ϯème passage puis 

ĐoŶgelĠes daŶs de l’azote liƋuide jusƋu’à utilisatioŶ. 

 

 

c) Obtention de cellules de périchondre humain 

 

Apƌğs ƌĠdaĐtioŶ d’uŶe deŵaŶde au CoŵitĠ de PƌoteĐtioŶ des PeƌsoŶŶes et aǀeĐ l’aĐĐoƌd 

diƌeĐteuƌ de l’EspaĐe RĠgioŶal de Réflexion Ethique de Caen et le chef du laboratoire 

d’AŶatoŵie de l’UFR de ŵĠdeĐiŶe de CaeŶ Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ des pƌĠlğǀeŵeŶts de 

périchondre conqual sur patients décédés dans le cadre du don du corps à la science. Les 

prélèvements ont été réalisés au seiŶ de l’uŶitĠ ŵĠdiĐo-judiciaire qui recevait les corps, de 

façon stérile via une incision retro-auriculaire, en veillant à ne pas déformer les reliefs 

auƌiĐulaiƌes. L’iŶĐisioŶ Ġtait sutuƌĠe paƌ uŶ suƌjet et le Đoƌps tƌaŶsfĠƌĠs au laďoƌatoiƌe 

d’AŶatoŵie. Le prélèvement était par la suite transporté dans du PBS 1X avec 500 IU/mL de 

pĠŶiĐilliŶe, ϱϬϬ μg/ŵL de stƌeptoŵǇĐiŶe et ϯϬμL/ŵL de CipƌofloǆaĐiŶe, puis laǀĠ ϱ fois daŶs 

ce PBS additionné en antibiotiques. Il était par la suite digéré dans une solution de 

collagénase de type II à 0,2%, la plus utilisée dans la littérature, pendant 2H à 37°C. Le 
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pƌoduit de digestioŶ Ġtait eŶsuite filtƌĠ daŶs uŶ taŵis ĐoŵpoƌtaŶt des poƌes de ϳϬμŵ, et les 

fragments restants de nouveau digérés par de la collagénase de type II pendant toute une 

nuit pour optimiser le rendement cellulaire. Les suspensions cellulaires étaient centrifugées 

10 minutes à 1500 RPM, et le culot resuspendu dans du DMEM complémenté et mis en 

culture à 37°C avec 5% de CO2. Un premier changement de milieu était réalisé le lendemain 

puis trois fois par semaine. 

 

 

2) Confection de billes et analyses in vitro de la chondrogenèse 

 

 

a) Pulvérisation du cartilage décellularisé 

 

Afin de tester les capacités de recellularisation de notre cartilage décellularisé, nous avons 

testé différentes techniques : ensemencement classique dans une boite de pétri, 

ensemencement après centrifugation, culture cellulaire avec un feuillet cellulaire autour du 

Đaƌtilage dĠĐellulaƌisĠ. MalheuƌeuseŵeŶt, Đes teĐhŶiƋues Ŷ’oŶt pas peƌŵis d’oďteŶiƌ de 

recellularisation satisfaisante. Nous avons donc opté pour la pulvérisation de notre cartilage 

décellularisé, ce qui a permis d’oďteŶiƌ uŶ appoƌt de Đaƌtilage dĠĐellulaƌisĠ hoŵogğŶe. La 

pulǀĠƌisatioŶ s’est faite daŶs de l’azote liƋuide aǀeĐ piloŶ et ŵoƌtieƌ. La poudƌe oďteŶue 

Ġtait paƌ la suite taŵisĠe à ϳϱϬ μŵ. 
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Figure 23. Photo du Đaƌtilage pulvĠƌisĠ à l’azote liƋuide, au piloŶ et au ŵoƌtieƌ puis taŵisĠe à 

750µm. 

 

b) FaďƌiĐatioŶ des ďilles à paƌtiƌ d’algiŶate et de poudre 

 

Pouƌ la ƌĠalisatioŶ du gel d’algiŶate, apƌğs plusieuƌs essais à ĐoŶĐeŶtƌatioŶs diffĠƌeŶtes, Ŷous 

aǀoŶs Đhoisi uŶe solutioŶ d’algiŶate à ϯ% dissout sous agitatioŶ aǀeĐ ďaƌƌeau ŵagŶĠtiƋue 

dans du DMEM complémenté (10% SVF, 100 IU/mL de pénicilliŶe et ϭϬϬ μg/ŵL de 

stƌeptoŵǇĐiŶeͿ jusƋu’à hoŵogĠŶĠisatioŶ. Cette ĐoŶĐeŶtƌatioŶ peƌŵettait uŶe ƌĠsistaŶĐe 

optimale à la manipulation tout en laissant possible un prélèvement malgré la viscosité du 

mélange. La manipulation était réalisée de façon stérile.  

Nous avons par la suite réalisé des constructions tissulaires conjuguant les différents 

ĠlĠŵeŶts ĠǀoƋuĠs : gel d’algiŶate ϯ% aǀeĐ des Đellules ;ĐhoŶdƌoĐǇtes poƌĐiŶs, CSM huŵaiŶes 

ou cellules progénitrices périchondrales porcines) et avec ou sans poudre décellularisée de 

ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe de Đaƌtilage auƌiĐulaiƌe poƌĐiŶ. Des ďilles d’algiŶate aǀeĐ poudƌe 

décellularisée mais sans cellules ont été réalisées comme contrôle négatif.  

Pouƌ ĐhaƋue ĐoŶditioŶ, oŶ ƌajoutait au gel d’algiŶate, sous agitatioŶ ŵagnétique et en 

foŶĐtioŶ des ĐoŶditioŶs, la poudƌe dĠĐellulaƌisĠe taŵisĠe à ϳϱϬ μŵ à hauteuƌ de ϭϬŵg paƌ 

mL. Puis les populations cellulaires étaient ajoutées, pour une concentration cellulaire finale 

de 5 ŵillioŶs de Đellules /ŵL. OŶ Đoulait ϯϬϬ μL du ŵĠlaŶge obtenu dans un moule semi-

sphérique en polypropylène transparent stérile qui était plongé dans un bain de CaCl2 à 

ϭϬϬŵM stĠƌile peŶdaŶt ϮϬ ŵiŶutes afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe sphğƌe ƌigide. ChaƋue ďille de ϯϬϬµL 

contenait donc 1,5 millions de cellules. Les structures étaient ensuite démoulées et placées 

dans des plaques 24 puits de culture. 

 

 

c) Culture in vitro des billes 

 

Les billes étaient mises en culture dans un milieu pro-chondrogénique classique composé de 

DMEM, 10% SVF, pénicilline, streptomycine et TGF-β ϭϬng/mL. Le milieu de culture était 

changé toutes les 48 heures. 
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Les cultures ont été arrêtées à J7, J14 et J21. Les billes ont ensuite été incluses en OCT pour 

les études histologiques. 

 

 

d) Etudes histologiques 

 

Les coupes histologiques ont été faites au Cryostat (Leica) et mesuraient ϱµŵ d’Ġpaisseuƌ. 

Différentes colorations ont été réalisées : HE, Safranine O, bleu alcian et orcéine. 

 

 

e) Immunofluorescence 

 

Les Đoupes ĠtaieŶt fiǆĠes/peƌŵĠaďilisĠes paƌ iŵŵeƌsioŶ daŶs de l’aĐĠtoŶe ;pouƌ le ĐollagğŶe 

I et II) ou du ŵĠthaŶol ;pouƌ l’aggƌĠĐaŶeͿ puis iŶĐuďĠes aǀeĐ uŶ aŶtiĐoƌps polǇĐloŶal de lapiŶ 

dirigé contre la molécule cible. Après rinçages, une deuxième incubation avec un anticorps 

secondaire (anti-lapin) couplé à un fluorochrome (alexa 594) était effectuée, ainsi Ƌu’uŶ 

marquage des noyaux par solution de Hoechst.  

 

F- Etude in vivo du potentiel de réaction immunitaire 

 

1) OďjeĐtif de l’expérimentation 

 

L’oďjeĐtif de Đette eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ aŶiŵale Ġtait l’Ġtude de la ƌĠaĐtioŶ iŵŵuŶitaiƌe 

déclenchée, causée par la poudre de cartilage décellularisé. Deux types de réaction sont 

possibles : une réaction inflammatoire et une réaction plutôt modelante. La finalité de cette 

expérimentation est la possibilité de réaliser une xénogreffe de biomatériau contenant de la 

poudre de cartilage décellularisé. 

Pour ce faire, nous avons mis en place en sous cutanée dorsal chez la souris 

immunocompétente différents types de biomatériau. Puis la réaction engendrée a été 

étudiée à deux niveaux : local et systémique. 
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D’uŶ poiŶt de ǀue loĐal, eŶ fonction de la réaction, différents macrophages sont impliqués. 

Les CD206+ marquent les macrophages présents dans la réaction remodelante alors que les 

macrophages CCR7+ sont plutôt retrouvés dans la réaction inflammatoire. Les cellules CD68+ 

sont le reflet de macrophages en règle générale, en effet, tous les macrophages présentent à 

leur surface le CD68. On les retrouve donc dans les deux types de réaction immunitaire. 

Au niveau systémique, un dosage sanguin de deux interleuklines a été fait : l’iŶteƌleukiŶe 10 

plutôt eŶ faǀeuƌ d’uŶe ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe et l’iŶteƌleukiŶe ϭϮ, eŶ ƌappoƌt aǀeĐ uŶe 

réaction remodelante. 

Cette Ġtude aŶiŵale s’est faite au seiŶ du CeŶtƌe UŶiǀeƌsitaiƌe des RessouƌĐes BiologiƋues 

;CURBͿ de l’UŶiǀeƌsitĠ de CaeŶ. 

 

 

2) Préparation de l’expĠƌiŵeŶtatioŶ 

 

Quatre types de biomatériaux différents ont été fabriqués en vue de cette expérimentation : 

-un premier implant fait de poudre de matrice décellularisée seule,  

-uŶ seĐoŶd fait d’algiŶate seul, 

-le tƌoisiğŵe iŵplaŶt ĐoŵposĠ d’uŶ ŵĠlaŶge de poudre de matrice + alginate et qui 

correspond à notre modèle de biomatériau 

-le Ƌuatƌiğŵe iŵplaŶt Ġtait Ŷotƌe ĐoŶtƌôle positif, daŶs fait d’uŶ fƌagŵeŶt de Đaƌtilage ŶoŶ 

dĠĐellulaƌisĠ. Le ĐoŶtƌôle positif peƌŵet de dĠŵoŶtƌeƌ l’iŵpoƌtaŶĐe de la dĠĐellulaƌisation 

sur la réaction immunitaire. 

ChaƋue ďioŵatĠƌiau Ġtait uŶe ďille d’algiŶate à ϭ,Ϯ%, de ǀoluŵe ϭϬϬµL. Cette taille Ġtait 

paƌfaiteŵeŶt adaptĠe à la taille de la souƌis. De ŵġŵe, la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’algiŶate à ϭ,Ϯ% 

permettait une certaine manipulation saŶs aďîŵeƌ la ďille. LoƌsƋu’il Ǉ aǀait adjoŶĐtioŶ de 

poudre dans la bille celle-ci était à la concentration de 10mg/mL. Enfin, dans le premier 

implant, la poudre de cartilage était « agglomérée » par du sérum physiologique stérile. 
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3) Technique chirurgicale 

 

Les animaux étaient anesthésiés par isoflurane 5% dans un mélange un tiers O2 deux tiers 

NϮO à l’iŶduĐtioŶ puis ŵaiŶteŶue à Ϯ% le teŵps de la pƌoĐĠduƌe. 

UŶe iŶĐisioŶ ĐutaŶĠe doƌsale a ĠtĠ ƌĠalisĠe à la laŵe ϭϱ. L’iŵplaŶt a ĠtĠ ŵis eŶ plaĐe au 

niveau dorsal entre les deux omoplates. Puis la fermeture a été faite par des points séparés 

de fils résorbables stériles Vicryl® 4/0 (Ethicon).  

PeŶdaŶt toute la duƌĠe de l’eǆpĠƌieŶĐe, des doŶŶĠes gĠŶĠƌales soŶt oďseƌǀĠes et ƌeĐueillies 

: température, réaction locale (infection locale avec ou sans écoulement). 

Chaque condition était mise en place sur 3 souris (n=3). 

Au final, 4 conditions ont été testées auxquelles nous avons ajouté un contrôle négatif,  soit 

ϭϱ souƌis. Nous aǀoŶs douďlĠ l’effeĐtif des souƌis soit ϯϬ souƌis au total, afiŶ d’aǀoiƌ Ϯ poiŶts 

distincts dans le temps. Un premier groupe était mis à mort au septième jour et un second 

au vingt-et-unième jour. 

La ŵise à ŵoƌt est iŶteƌǀeŶue sous oǀeƌdose d’isofluƌaŶe. Puis uŶe peƌfusioŶ iŶtƌaĐaƌdiaƋue 

de forŵaldehǇde a peƌŵis d’oďteŶiƌ uŶe fiǆatioŶ hoŵogğŶe des diffĠƌeŶts tissus. L’iŵplaŶt a 

ensuite été explanté et congelé en vue des analyses immuno-histochimiques. 

En parallèle, un prélèvement sanguin a été réalisé à J7 (lors de la mise à mort du premier 

groupe, par prélèvement sanguin intra cardiaque), J14 par prélèvement rétro-orbitaire et J21 

au moment de la mise à mort par prélèvement intra cardiaque. Ce prélèvement sanguin sert 

au dosage des interleukines. 
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Figure 24. Photo montrant la souris endormie, Đhez Ƌui j’iŶsğƌe uŶ fƌagŵeŶt de Đaƌtilage Ŷatif 

de porc afin de réaliser une xénogreffe (contrôle positif) 

 

 

 

 

 

4) Etude immuno-histochimique 

 

Après la mise à mort des souris et leur fixation par perfusion intra cardiaque de 

formaldéhyde, les implants ont été disséqués puis coupés à 5µm en vue de réaliser des 

immunofluorescence. 

Différents anticorps anti CD206, CD68 et CD163 ont été utilisés comme anticorps primaires. 

 

 

5) Etude par ELISA 

 

Une fois prélevée, le sang était laissé à température ambiante durant 2 heures. Puis il était 

centrifugé à 2000G durant 20 minutes, ce qui permettait de séparer le sérum de la phase 

cellulaire. Le sérum est alors prélevé et stocké à -20°C jusƋu’à dosage ultérieur. 

Une fois tous les prélèvements obtenus, les ELISA ont été réalisés via Mouse IL-12 

p70Immunoassay Microplate (R&D SǇsteŵs, MiŶŶeapolis, USAͿ pouƌ le dosage de l’ILϭϮ et 

Mouse Il-10 Microplate (R&D SǇsteŵs, MiŶŶeapolis, USAͿ pouƌ l’iŶteƌleukiŶe IlϭϬ. 

Chaque dosage nécessitait 100µl de sérum ce qui ne permettait pas de faire de test 

initialement ni de refaire le dosage en cas de problème. 

 

G- Modèle animal de defect cartilagineux auriculaire chez le lapin 

 

1) OďjeĐtif de l’expĠƌiŵeŶtatioŶ aŶiŵale 

 

L’oďjeĐtif de Đette eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ est douďle :  

- mettre au point un modèle de défect cartilagineux auriculaire chez le lapin  
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- dĠŵoŶtƌeƌ le ĐaƌaĐtğƌe  pƌoĐhoŶdƌogĠŶiƋue de Ŷotƌe ďioŵatĠƌiau à paƌtiƌ d’algiŶate 

et de poudƌe de Đaƌtilage dĠĐellulaƌisĠ d’oƌeille de poƌĐ, eŶ ĐoŵďlaŶt le dĠfeĐt ĐƌĠe.  

Cette Ġtude aŶiŵale s’est faite au sein du Centre Universitaire des Ressources Biologiques 

;CURBͿ de l’UŶiǀeƌsitĠ de CaeŶ. 

 

 

2) Culture cellulaire 

 

Le Đhoiǆ des Đellules s’est poƌtĠ suƌ les Đellules périchondrales, précurseurs de cartilage de 

lapin. 

Pour ce faire, un lapin issu de la fratrie était mis à mort et le périchondre auriculaire était 

prélevé. Puis ce périchondre a été digéré par une solution de collagénase de type II à 0,2% 

pendant une durée de 12h (overnight). Après centrifugation, le culot cellulaire était récupéré 

et cultivé pour expaŶsioŶ Đellulaiƌe afiŶ d’aǀoiƌ uŶ stoĐk de Đellules pĠƌiĐhoŶdƌales eŶ ǀue 

des eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs ultĠƌieuƌes. L’eǆpaŶsioŶ s’est faite jusƋu’au ϯğŵe passage daŶs uŶ 

ŵilieu d’eǆpaŶsioŶ ĐlassiƋue, DMEM complémenté (10% SVF, 100 IU/mL de pénicilline et 

ϭϬϬ μg/ŵL de streptomycine) puis les Đellules oŶt ĠtĠ stoĐkĠes daŶs de l’azote liƋuide 

jusƋu’à utilisatioŶ. 

 

3) Confection des billes  

 

Trois conditions, sous forme de bille, sont testées dans cette expérimentation.  

La pƌeŵiğƌe ďille est ĐoŵposĠe d’algiŶate à uŶe ĐoŶcentration de 1,2% mélangée à de la 

poudƌe à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϭϬŵg paƌ ŵL d’algiŶate. La pƌĠĐipitatioŶ de Đe ŵĠlaŶge daŶs 

du ĐalĐiuŵ peƌŵet de polǇŵĠƌiseƌ la ďille et d’oďteŶiƌ La ďille a uŶ ǀoluŵe de ϭϬϬµl. 

La seconde bille, de même volume était composĠe d’algiŶate à la ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ et de 

cellules périchondriales à la concentration de 5 millions par mL soit 500000 cellules par 

billes. 

EŶfiŶ la tƌoisiğŵe ďille Ġtait faite d’algiŶate à la ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, de poudƌe à ϭϬŵg/ŵL 

et de cellules à 500000 par bille. 

Les billes contenant des cellules étaient préalablement mises en culture durant 7 jours dans 

un milieu pro-ĐhoŶdƌogĠŶiƋue et eŶ ĐoŶditioŶ de Ŷoƌŵoǆie et d’hǇpoǆie. 
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4) Temps chirurgical 

 

Au final, 2 fois 12 lapins ont été opérés. Un premier groupe de 12 était mis à mort au bout 

de 1 mois et le second groupe de 12 lapons au bouts de 2 mois. 

Les animaux ont été anesthésiés par une injection intra musculaire de Dolethal, 

phénobarbital à la concentration de 10 puis maintenu au gaz (isoflurane 2% dans un 

mélange O2 un tiers et N2O deux tiers le temps de la procédure). Un lambeau cutané 

auƌiĐulaiƌe eŶ V Ġtait leǀĠ afiŶ d’eǆposeƌ le Đaƌtilage et pĠƌiĐhoŶdƌe. Le pĠƌiĐhoŶdƌe et le 

cartilage étaient ensuite réséqués chirurgicalement, laissant ainsi place à un defect.  Sur 

chaque oreille étaient réalisés 4 défects, comblés par les 3 conditions différentes, comme vu 

précédemment et un contrôle négatif: 

Une fois comblé, le lambeau cutané est remis en place puis suturé par du fil monofilament 

type Prolène 5/0. 

Afin de garantir l'intégrité des résultats et le statut sanitaire des animaux, ils ont été 

hĠďeƌgĠs daŶs uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt pƌotĠgĠ. A paƌtiƌ du jouƌ d’iŶteƌǀeŶtioŶ, les aŶiŵauǆ oŶt 

été suivis quotidiennement. Leur poids corporel a été relevé régulièrement et loƌsƋu’il Ǉ 

aǀait uŶe ďaisse de ϭϱ% du poids iŶitial, l’aŶiŵal Ġtait ŵis à ŵoƌt. QuotidieŶŶeŵeŶt, 

l’appaƌeŶĐe phǇsiƋue eǆteƌŶe de ĐhaƋue aŶiŵal a ĠtĠ oďseƌǀĠe ;attitude, ƋualitĠ du pelage, 

mobilité), ainsi que ses changements éventuels de comportement et ses réponses aux 

stimuli externes. 

Les animaux étaient hébergés dans des cages standard aux normes européennes en groupes 

soĐiauǆ aǀeĐ de l’eŶƌiĐhisseŵeŶt et daŶs des stƌuĐtuƌes agƌĠes ;pƌessioŶ de ϮϬ-25Pa avec un 

ƌeŶouǀelleŵeŶt de Ϯϱ fois le ǀoluŵe d’aiƌ de la pièce toutes les heures et une température 

de ϮϮ°±ϮCͿ. L’eǆpositioŶ à la luŵiğƌe Ġtait de ϴh à ϮϬh aǀeĐ uŶ dĠgƌadĠ de ϯϬ ŵiŶutes. Il Ŷ’Ǉ 

a pas de ƌestƌiĐtioŶ d’’aĐĐğs à la Ŷouƌƌituƌe et la ďoissoŶ. La Ŷouƌƌituƌe, la ďoissoŶ et la litiğƌe 

ont été changés une fois par semaine. Notre choix s'est porté sur de la litière de peuplier 

"aspen small" plus douce et variée pour les animaux permettant ainsi de réduire le niveau de 

stress. 
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Figure 25. A. Le lapin est endormi. Le lambeau cutané est levé et le cartilage accompagné de 

son périchondre est incisé au bistouri. B. Le fragment cartilagineux est ensuite levé puis 

retiré. C. La bille est présentée. D. Elle est ensuite mise en place au niveau du défect 

cartilagineux. E. Le lambeau est ensuite remis en place et suturé par du Prolène 5/0. F. 

L’aspeĐt eŶ fiŶ d’iŶteƌveŶtioŶ est uŶ zig-zag suƌ toute la hauteuƌ de l’oƌeille ĐoƌƌespoŶdaŶt 

aux 4 défects. 
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Figure 26. Schéma représentant les défects et comblements de ces défects par différents 

biomatériaux. 

 

 

5) Mise à mort des animaux et explantation des implants 

 

Les animaux ont été mis à mort par injection léthale de phénobarbital, Dolethal©, par voie 

intra veineuse à la dose de 5ml par animal. Puis les oreilles ont été récupérées. 

De chaque lapin, une oreille était laissé entière, préservée dans de la glacepuis envoyée au 

Pƌ CoŶstaŶs daŶs le seƌǀiĐe de ƌadiologie du CHU d’AŵieŶs. 

CoŶĐeƌŶaŶt l’autƌe oƌeille, les iŵplaŶts oŶt ĠtĠ iŶĐisĠs eŶ pƌeŶaŶt soiŶ de ĐoŶseƌǀeƌ la peau 

de paƌt et d’autƌe. Ils oŶt eŶsuite ĠtĠ fiǆĠs paƌ ďaiŶ de foƌŵaldĠhǇde et ŵis eŶ OCT jusƋu’à 

étude histologique. 

 

 

6) Etude histologique et immunohistochimique 

 

Les blocs étaient ensuite coupés à une épaisseur de 10µm puis différentes colorations ont 

été réalisés : 

- Coloration à la Safranine O 
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- Coloration hématoxylline – éosine 

- Coloration au bleu alcian 

 

Des immunohistochimies ont également été réalisées : 

- Anticorps anti Col II 

- Anticorps anti ACAN 
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Résultats 
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A- Obtention du cartilage 

 

Après prélèvement des oreilles, le cartilage est disséqué avec précaution puis stocké à -80°C. 

Au total, 15 porcs soit 30 oreilles cartilagineuses ont pu être prélevées ce qui a permis de 

constituer notre « stock » de cartilage de porc. 

 

   

 

Figure 26. La photo de gauche montre les oreilles de porcelet fraichement prélevées. La 

photo du milieu retrouve le cartilage de cette même oreille après exérèse de la partie cutanée 

et périchondrale. Enfin la photo de droite retrouve le cartilage découpé en fragments en vue 

de la décellularisation. 

 

B-  Etude de l’ADN ƌĠsiduel daŶs le Đaƌtilage  

 

Le cartilage a été soumis au protocole de décellularisation.  L’ADN a doŶĐ ĠtĠ dosĠ à la fiŶ de 

chaque étape de la décellularisation. 
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Figure 27. Dosage de l’ADN apƌğs ĐhaƋue Ġtape de dĠĐellulaƌisatioŶ apƌğs digestioŶ du 

Đaƌtilage, eǆtƌaĐtioŶ de l’ADN et dosage paƌ piĐodƌop. 

 

La ƋuaŶtitĠ d’ADN iŶitialeŵeŶt de ϯϵϵ,ϲϵŶg/ŵg de tissu seĐ diŵiŶue au fuƌ et à mesure des 

étapes de décellularisation pour arriver à 3,65ng/mg de tissu sec ce qui représente une 

disparition quasi-totale de l’ADN ƌĠsiduel (fig 27).  

La dispaƌitioŶ de l’ADN est ĐoŶfiƌŵĠe suƌ le ŵaƌƋuage au HoetsĐh Ƌui ƌetƌouǀe uŶe 

dispaƌitioŶ des ŶoǇauǆ à la fiŶ de l’Ġtape fiŶale de dĠĐellulaƌisatioŶ ;fig 28). 

 

 

 

Cartilage natif                 Etape 1                      Etape 2                     Etape 3     Etape 4 

 

Figure 28. MaƌƋuage au HoetsĐh Ƌui ĐoŶfiƌŵe l’aďseŶĐe de ŶoǇau Đellulaiƌe eŶ fiŶ de 

protocole de décellularisation. 
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Figure 29. Etude de la ŵigƌatioŶ de l’ADN suƌ gel d’agaƌose. A la fiŶ de l’Ġtape 4, on ne 

ƌetƌouve auĐuŶ fƌagŵeŶt d’ADN de plus de ϮϬϬ paiƌes de ďases. 

 

EŶfiŶ, la ŵigƌatioŶ des fƌagŵeŶts d’ADN suƌ gel d’agaƌose Ϯ% à ϭϬϬV peŶdaŶt ϰϬ ŵiŶ 

ƌetƌouǀe la pƌĠseŶĐe de fƌagŵeŶts d’ADN suƌ les pƌeŵiğƌes Ġtapes de la dĠĐellulaƌisatioŶ et 

confiƌŵe l’aďseŶĐe de fƌagŵeŶts d’ADN de taille supérieure à 200 paires de bases à la fin de 

la dernière étape du protocole.  

 

C- Etude des constituants de la matrice extra cellulaire 

 

Apƌğs aǀoiƌ ĐoŶfiƌŵĠ l’effiĐaĐitĠ de Ŷotƌe pƌotoĐole de dĠĐellulaƌisatioŶ suƌ le cartilage 

auriculaire, nous avons voulu étudier les effets de cette décellularisation sur les composants 

de la matrice extracellulaire après chaque étape. Nous avons réalisés des mesures 

quantitatives (dosage par kit spécifiques) et qualitatives (colorations histologiques) de 

Natiǀe 
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ϯkď 



92 

 

différents composants de la matrice extracellulaire, caractéristiques du cartilage auriculaire: 

les ĐollagğŶes, les glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶes doŶt les aggƌĠĐaŶes et l’ĠlastiŶe. 

 

 

1) Les collagènes 

 

Les collagènes ont été mesurés de manière quantitative via le kit Sircol® et de manière 

qualitative sur coupe histologique par coloration hématoxyline-éosine. 

 

 

    

Cartilage natif                Etape 1                    Etape 2                    Etape 3              Etape 4 

 

Figure 30. ColoƌatioŶ HE du Đaƌtilage apƌğs ĐhaƋue Ġtape de dĠĐellulaƌisatioŶ. L’iŶteŶsitĠ de 

la coloration diminue après chaque étape. 

 

 

 

      Cartilage natif          Etape 1           Etape 2            Etape 3           Etape 4 

 

Figure 31. Dosage des collagènes totaux après chaque étape de la décellularisation. On 

retrouve une diminution progressive de la quantité de collagène. On note également un effet 

rebond entre la 3
ème

 et la 4
ème

 étape. 
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La ŵesuƌe Ƌualitatiǀe du ĐollagğŶe suƌ la ĐoloƌatioŶ histologiƋue à l’hĠmatoxyline éosine 

ŵoŶtƌe uŶe diŵiŶutioŶ pƌogƌessiǀe de l’iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ. OŶ ƌetƌouǀe ĠgaleŵeŶt uŶ 

relâchement progressif des mailles de la matrice et une disparition totale des noyaux ce qui 

confirme la bonne décellularisation. La diminution de la quantité de collagène est confirmée 

par le dosage via le kit Sircol® qui montre une diminution du collagène entre le tissu natif et 

la dernière étape de la décellularisation, passant ainsi de 23,3 à 9,6 µg par mg de tissu soit 

une quantité résiduelle de 41%. A noter un effet rebond entre la 3
ème

 et la 4
ème

 étape. Cet 

effet rebond peut être expliqué par une diminution de la quantité de tissu cellulaire due aux 

enzymes et donc une augmentation relative de la quantité de collagène. On retrouvera 

d’ailleuƌs le même principe pour les autres constituants de la MEC. SaĐhaŶt Ƌue l’oŶ 

retrouve le même effet rebond au même niveau pour tous les dosages, il est également 

possiďle Ƌu’il Ǉ ait eu uŶe eƌƌeuƌ d’ĠĐhaŶtilloŶ ŶotaŵŵeŶt suƌ la ŵasse de Đeuǆ-ci.  

 

 

2) Les glygosaminoglycanes 

 

De la même manière, les GAG ont été mesurés quantitativement via le kit Blyscan® et 

qualitativement par coloration à la safranine O.  

 

 

 

Figure 32. Dosage des GAG par kit Blyscan. La diminution de la quantité des GAG est 

pƌogƌessive jusƋu’à la dernière étape, avec toujours cet effet rebond. 
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Cartilage natif               Etape 1                    Etape 2                    Etape 3                 Etape 4 

 

Figure 33. La coloration à la safranine O mettant en évidence les GAG sulfatés retrouve une 

diŵiŶutioŶ pƌogƌessive de l’iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à la diŵiŶutioŶ 

progressive de la quantité de GAG. 

 

 

La quantité des GAG diminue après chaque étape de la décellularisation. Cette diminution 

est ǀue suƌ l’iŶteŶsitĠ de la coloration à la safranine O et est confirmée par dosage au 

BlǇsĐaŶ aǀeĐ uŶe peƌte de ϴϯ,ϭ% de la ƋuaŶtitĠ de GAG. A Ŷoteƌ Ƌue l’oŶ ƌetƌouǀe l’effet 

rebond entre la 3
ème

 et la 4
ème

 étape avec un passage de 0,3µg/mg de tissu à 1,2µg/mg de 

tissu. 

 

 

3) L’Ġlastine 

 

L’ĠlastiŶe est uŶe pƌotĠiŶe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue du Đaƌtilage auƌiĐulaiƌe, Ƌui est uŶ Đaƌtilage 

élastique, par rapport au cartilage hyalin des articulations on encore le fibrocartilage du 

septum nasal par exemple. 

Son dosage a été fait de manière quantitative par un kit Fastin et de manière qualitative par 

ĐoloƌatioŶ à l’oƌĐĠiŶe. 
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Figure 34. Dosage de l’ĠlastiŶe apƌğs ĐhaƋue Ġtape de dĠĐellulaƌisatioŶ paƌ le kit FastiŶ.  

 

     

Cartilage natif                Etape 1                  Etape 2                   Etape 3                   Etape 4 

 

Figure 35. La ĐoloƌatioŶ à l’oƌĐĠiŶe ŵettaŶt eŶ ĠvideŶĐe les fiďƌes d’ĠlastiŶe ƌetƌouve uŶe 

diŵiŶutioŶ pƌogƌessive de l’iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à la diŵiŶutioŶ 

pƌogƌessive de la ƋuaŶtitĠ d’Ġlastine. 

 

 

EŶĐoƌe uŶe fois oŶ ƌetƌouǀe uŶe diŵiŶutioŶ pƌogƌessiǀe de la ƋuaŶtitĠ d’ĠlastiŶe aussi ďieŶ 

de ŵaŶiğƌe Ƌualitatiǀe aǀeĐ uŶe diŵiŶutioŶ de l’iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ Ƌue de ŵaŶiğƌe 

ƋuaŶtitatiǀe aǀeĐ uŶe diŵiŶutioŶ de la ƋuaŶtitĠ d’ĠlastiŶe de 82% avec une quantité 

résiduelle de 5,6µg/mg de tissu à la fin de la dernière étape de décellularisation. 

 

 

La matrice est donc dégradée partiellement après les étapes de décellularisation. Il reste 

environ 40% de collagène et 20% de GAG et élastine par rapport à la quantité de ces 

constituants dans le tissu natif. 
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D- Etude de la chondrogenèse in vitro 

 

Après étude de la décellularisation et de ces effets sur les composants de la matrice extra 

cellulaire, il est important de voir si cette matrice de cartilage est prochondrogénique via les 

ŵolĠĐules sigŶalĠtiƋues Ƌu’elle ĐoŶtieŶt. 

 

1) Coloration de la matrice extra cellulaire par HE 

 

a) Chondrocytes 

 

Figure 36. Coloration HE de culture de chondrocytes humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et 

J21.   

 

On constate ici une augmentation progressive des composants matriciels éosinophiles de la 

seŵaiŶe ϭ à la seŵaiŶe ϯ, saŶs Ƌu’uŶe ƌĠelle distiŶĐtioŶ eŶtƌe ĐoŶstƌuĐtioŶs aǀeĐ et saŶs 

poudre ne puisse-t-être observée (clichés de la semaine 2 où le modèle sans poudre semble 

aǀoiƌ ŵieuǆ ƌĠsistĠ Ƌu’à la seŵaiŶe ϯͿ. 
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b) Cellules souches mésenchymateuses de moelle osseuse humaine (CSMMOh) 

 

 

Figure 37. Coloration HE de culture de CSMMO humains incorpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate 

avec et sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Avec les cellules souches mésenchymateuses, malgré une faible augmentation des 

composants éosinophiles à la première semaine, celle-ci semble majeure par la suite avec 

poudre, et nettement moins importante pour les constructions sans poudre. 
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c) Cellules pƌĠĐuƌseuƌs des ĐhoŶdƌoĐǇtes d’oƌigiŶe huŵaiŶe ;CPPhͿ 

 

 

Figure 38. Coloration HE de culture de CPP humains incorporés dans des ďilles d’algiŶate aveĐ 

et sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

AǀeĐ les ĐoŶstƌuĐtioŶs aǀeĐ poudƌe et CPP, la fiǆatioŶ de l’ĠosiŶe seŵďle s’iŶteŶsifieƌ là 

encore de façon importante de la semaine 1 à la semaine 3. L’Ġtat des Đoupes des 

constructions sans poudre ne nous permet pas de faire une interprétation comparative.  
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2)  Coloration des glycosaminoglycanes par bleu alcian 

 

a) Chondrocytes 

 

 

Figure 39. Coloration au bleu alcian de culture de chondrocytes humains incorporés dans des 

ďilles d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ 

et J21.   

 

Pour les chondrocytes, on observe une synthèse progressive de GAG, semblant être majorée 

avec la poudre. On note pour les constructions avec poudre la différence de coloration entre 

les résidus de poudre (étoile rouge) et le néo-tissu (triangle jaune). 
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b) CSMMOh 

 

 

Figure 40. Coloration au bleu alcian de culture de CSMMO humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate avec et sans adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et 

J21.   

 

Ici on retrouve le même profil avec augmentation du dépôt de GAG aux semaines 2 et 3, 

sans distinction franche entre les constructions avec et sans poudre 
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c) CPPh 

 

 

Figure 41. Coloration au bleu alcian de culture de CPP humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et 

J21.   

 

 

Ici encore, une augmentation progressive des plages de néo-tissu dans les constructions avec 

et sans poudre de matrice, mais de façon moins importante que pour les deux autres 

populations cellulaires. 
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3) Coloration des protéoglycanes à la Safranine O 

 

a) Chondrocytes 

 

 

Figure 42. Coloration à la safranine O de culture de chondrocytes humains incorporés dans 

des ďilles d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, 

J14 et J21.   

 

Une augmentation progressive du dépôt de protéoglycanes sulfatés, légèrement plus 

importante sans poudre est notée. On note la différence de coloration entre les plages de 

poudre décellularisée (étoile bleue) et le néo-tissu (triangle vert). 
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b) CSMMOh 

 

 

 

Figure 43. Coloration à la safranine O de culture de CSMMO humains incorporés dans des 

ďilles d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ 

et J21.   

 

On observe le même schéma avec les CSM, une augmentation progressive de dépôt avec et 

sans poudre mais semblant plus importante dans les constructions sans poudre. 

 

c) CPPh 
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Figure 44. Coloration à la safranine O de culture de CPP humains incorporés dans des billes 

d’algiŶate aveĐ et saŶs adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et 

J21.   

 

Pour les CPP, on observe très peu de néo-tissu déposé dans les constructions avec poudre, 

légèrement plus dans celles sans poudre. 
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4) ColoƌatioŶ des fiďƌes d’ĠlastiŶe à l’oƌĐĠiŶe 

 

Les observations de ces coupes étant peu interprétables, avec une perte de toutes les 

coupes sans poudre de MEC et un bruit de fond important, nous les présenterons ensemble. 

Il Ŷ’eǆiste pas de diffĠƌeŶĐe ŵajeuƌe d’iŶteŶsitĠ de la Đouleuƌ ǀiolet foŶĐĠ suƌ Đes Đoupes eŶ 

foŶĐtioŶ des seŵaiŶes, ŵġŵe s’il seŵďleƌait Ƌue la populatioŶ Đellulaire des CSM puis celle 

des CPP fixent plus cette coloration que les chondrocytes, mais sans réelle gradation 

retrouvable. 

 

 

Figure 45. ColoƌatioŶ à l’oƌĐĠiŶe de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes, CSMMO et CPP huŵaiŶs 

iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ adjonction de poudre de cartilage de porc 

décellularisé à J7, J14 et J21.  
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5) Analyse qualitative de la formation de collagène de type I par immuno-

histochimie 

 

Pouƌ Đes aŶalǇses, les Đoupes de tissu saŶs poudƌe ŵatƌiĐielle Ŷ’oŶt là eŶĐoƌe pas ƌĠsistĠ au 

protocole utilisé. Ne sont donc présentées que les coupes des constructions réalisées en 

présence de poudre. 

 

a) Chondrocytes 

 

 

Figure 46. IHC Col I de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate 

avec adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Pour le collagène I, les chondrocytes en présence de poudre en déposent dès la semaine 2 

en périphérie des fragments observés, ce qui est cohérent avec la localisation habituelle 

périchondrale et sous-périchondrale du collagène type I. 
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b) CSMMOh 

 

 

Figure 47. IHC Col I de Đultuƌe de CSMMO huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

C’est aussi le Đas ďieŶ Ƌu’eŶ plus petite ƋuaŶtité à la semaine 2 pour les CSM dans les 

constructions avec poudre, avec dépôts plus importants à la semaine 3 et ce, de manière 

diffuse. 

 

c) CPPh 

 

 

Figure 48. IHC Col I de Đultuƌe de CPP huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Pour les CPP, on observe un dépôt de collagène I dès la première semaine, avec un dépôt 

intense en périphérie à la semaine 3, en accord avec la fonction initiale de ces cellules. 

 

 



108 

 

6) Analyse qualitative de la formation de collagène de type II par immuno-

histochimie 

 

a) Chondrocytes 

 

 

Figure 49. IHC Col II de Đultuƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate 

avec adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Pour le collagène de type II avec les chondrocytes et les constructions comprenant de la 

poudƌe, oŶ oďseƌǀe uŶe augŵeŶtatioŶ de l’iŶteŶsitĠ de fiǆatioŶ à la seŵaiŶe Ϯ ;la seŵaiŶe ϭ 

ĠtaŶt assez pƌoĐhe de la ĐoŶstƌuĐtioŶ poudƌe et gel d’algiŶateͿ puis ϯ. 

 

b) CSMMh 

 

 

Figure 50. IHC Col II de Đultuƌe de CSMMO huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Pouƌ les CSM, le dĠpôt de ĐollagğŶe II seŵďle s’iŶteŶsifieƌ au cours des 3 semaines avec un 

dépôt important à la 3
ème

 semaine. 
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c) CPPh 

 

Figure 51. IHC Col II de Đultuƌe de CPP huŵaiŶs iŶĐoƌpoƌĠs daŶs des ďilles d’algiŶate aveĐ 

adjonction de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et J21.   

 

Là encore, pour les CPP, on note une l’augŵeŶtatioŶ de l’iŶteŶsitĠ du ŵaƌƋuage à la ϯe 

semaine, concordant avec le dépôt de collagène I. 
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7) Analyse qualitative de la formation des aggrécanes par immuno-histochimie 

 

 

Figure 52. IHC ACAN de culture de chondrocytes, CSMMO et CPP humains incorporés dans 

des ďilles d’algiŶate aveĐ adjoŶĐtioŶ de poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ à Jϳ, Jϭϰ et 

J21.   

 

Pouƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes aiŶsi Ƌue les CPP, oŶ Ŷe Ŷote Ƌu’uŶe sǇŶthğse liŵitĠe d’aggƌĠĐaŶe 

durant les 3 semaines. Les CSM en produisent le plus, surtout après 1 et 2 semaines. 
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E- Etude de la réaction immunitaire in vivo chez la souris immunocompétente 

 

1) DĠƌoulĠ de l’expĠƌiŵeŶtatioŶ 

 

Au total, 30 souris ont été incluses dans la procédure. Elles étaient divisées en 2 groupes de 

15. Le premier groupe est sacrifié à J7 et le second à J21. 

Suƌ le pƌeŵieƌ gƌoupe, il Ŷ’Ǉ a eu auĐuŶe peƌte peƌ ou post opĠƌatoiƌe. DaŶs le gƌoupe Ϯ, uŶe 

souris est décédée après une ponction retro-orbitaire à J14. 

 

2) Etude immuno histochimique de la réaction locale 

 

Tout d’aďoƌd, il est à Ŷoteƌ Ƌue Ŷous Ŷ’aǀoŶs eu auĐuŶe ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe, iŶfeĐtieuse 

ou de rejet aussi bien dans le groupe 1 que dans le groupe 2 et ce pour toutes les conditions. 

Ensuite, devant la difficulté de mettre en évidence l’uŶe ou l’autƌe des ƌĠaĐtioŶs 

immunitaires attendues, inflammatoire ou remodelante, nous avons uniquement recherché 

si la mise en place des différentes conditions était responsable de réaction immunitaire.  

L’Ġtude iŵŵuŶo-histochimique retrouve une présence modérée de macrophages 

notamment CD68 et CD206 dans les conditions « alginate », « poudre de cartilage », 

« alginate + poudre » et étaient comparables à notre contrôle négatif.  Par contre, présence 

du fragment de cartilage xénogénique, non décellularisé entrainait une réaction 

macrophagique importante.  
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a) Résultats à J7 

 

i) Condition « alginate + poudre » 

 

 

 

Figure 53. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence.  On retrouve une 

faible présence de macrophages CD68+ et CD206+ au sein du tissu de souris avec la condition 

« alginate + poudre ». La fluorescence bleue correspond aux noyaux cellulaires. Le marquage 

CD68 est en rouge, le CD206 en vert. 
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ii) Condition « alginate » 

 

 

Figure 54. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. On retrouve une 

présence très modérée de cellules CD68+ et CD206+ dans la condition « alginate ». 

 

 

iii) Condition « poudre » 

 

 

Figure 55. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Encore une fois, il y 

a peu de fluorescence rouge et verte qui objective une faible présence de macrophages. 
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iv) Contrôle positif « cartilage xénogénique » 

 

 

Figure 56. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Sur le contrôle 

positif, la présence de fluorescence rouge et verte en regard du fragment de cartilage non 

décellularisé est importante signifiant une réaction macrophagique notable. Agrandissement 

x 5. CD68 CD206 * cartilage non décellularisé 

 

v) Contrôle négatif « SHAM surgery » 

 

 

Figure 57. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Le contrôle négatif 

retrouve peu de fluorescence rouge et verte ce qui montre une réaction macrophagique très 

modérée. La coloration bleue représente les noyaux cellulaires, la coloration rouge, les 

cellules marquant le CD68, c'est-à-dire les macrophages. 

* 
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b) Résultats à J21 

 

 

Figure 58. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Le marquage rouge 

représente les cellules CD68. La ĐoŶditioŶ ϭ est la ďille d’algiŶate et poudƌe, la ĐoŶditioŶ Ϯ 

l’alginate et la condition 3 la poudre. On retrouve une absence de bille qui ont été très 

probablement résorbées à J21. 

 

 

Figure 59. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence. Le marquage vert 

représente les cellules CD206, le bleu représente les noyaux cellulaires. La condition 1 est la 

ďille d’algiŶate et poudƌe, la ĐoŶditioŶ Ϯ l’algiŶate et la ĐoŶditioŶ ϯ la poudƌe. OŶ ƌetƌouve 

également une absence de bille qui ont été très probablement résorbées à J21. 

 

 

 

ϯϮϭ

ϯϮϭ

1 2 

3

1 2 
3 



116 

 

 

Figure 60. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence La condition 4 est le 

contrôle positif et la 5 est le contrôle négatif. Le marquge vert représente les cellules CD206. 

Ici aussi les billes ne sont pas mises en évidence et sont probablement résorbées. 

 

 

Figure 61. Coupe de la bille extraite de la souris et Immunofluorescence La condition 4 est le 

contrôle positif et la 5 est le contrôle négatif. Le marquge rouge représente les cellules CD68. 

Ici aussi les billes ne sont pas retrouvées. 

 

 

 

3) Etude de la réponse systémique 

 

Les prélèvements sanguins réalisés chez les souris, que ce soit par ponction rétro-orbitaire à 

J14 ou intra cardiaque au moment de la mise à mort à J7 pour le premier groupe puis à J21 

pouƌ le seĐoŶd a peƌŵis eŶ ŵoǇeŶŶe d’oďteŶiƌ ϲϬϬ à ϴϬϬµl de sang. 
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Après centrifugation et après avoir éliminé les composantes cellulaires, il restait en moyenne 

300 à 400µl de sérum.  

Chaque ELISA nécessitait 100µl par puits. Et les recommandations du fabriquant étaient de 

faire deux puits par condition. 

Nous Ŷ’aǀoŶs doŶĐ pas pu ƌĠaliseƌ de ŵises poiŶt pƌĠalaďles Đoŵpte teŶu de la faiďle 

ƋuaŶtitĠ d’ĠĐhaŶtilloŶ Ƌue Ŷous aǀioŶs. Les dosages ont donc été faits directement sur les 

échantillons et avec une seule mesure par souris pour chaque interleukine. 

MalheureuseŵeŶt, le dosage a ĠĐhouĠ et les ƌĠsultats Ŷ’oŶt pas pu ġtƌe iŶteƌpƌĠtĠs. 

 

 

Figure 62. Exemple de ƌĠsultats oďteŶus pouƌ l’ELISA de l’IL-10. Les cases A1-A8 représentent 

la gamme. Puis les autres puits contiennent les différents échantillons des souris  

 

 

 

Figure 63. Tableau de la mesure optiƋue des ELISA de l’Il-10 
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4) Conclusion 

 

L’Ġtude de la ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe sǇstĠŵiƋue Ŷ’a pas peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe de 

ƌĠpoŶse iŶflaŵŵatoiƌe Đoŵpte teŶu de l’ĠĐheĐ du dosage. QuaŶt à la ƌĠpoŶse loĐale, il 

semble ne pas y avoir de recrutement macrophagique avec la présence de poudre 

xénogénique. Par contre le contrôle positif à J7, représenté par le fragment de cartilage de 

porc non décellularisé, retrouve un recrutement plus important de macrophages. 

 

 

F- Modèle de defect cartilagineux auriculaire chez le lapin et chondrogenèse in vivo 

 

1) Résultats macroscopiques 

 

Sur les 12 lapins opérés dans le groupe 1, uŶ lapiŶ est dĠĐĠdĠ d’uŶ aƌƌġt Đaƌdioƌespiƌatoiƌe 

en per-opĠƌatoiƌe et Ŷ’a pas pu ġtƌe ƌĠaŶiŵĠ. Nous avons également eu une complication 

précoce, à J4 en rapport avec une nécrose auriculaire très probablement due à une lésion de 

l’aƌtğƌe auƌiĐulaiƌe loƌs la chirurgie. L’oƌeille Ġtait toŵďaŶte et apƌğs disĐussioŶ avec le 

comité du bien-être animal, décision a été prise de ŵettƌe à ŵoƌt l’aŶiŵal. 

Suƌ les ϭϮ lapiŶs opĠƌĠs daŶs le gƌoupe MϮ, tous les lapiŶs oŶt suƌǀĠĐu, il Ŷ’Ǉ a doŶĐ pas eu 

de perte per ou post opératoire. 
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Figure 64. NĠĐƌose d’uŶe hĠŵi-oƌeille à Jϰ, eŶ ƌappoƌt aveĐ uŶe lĠsioŶ de l’aƌtğƌe ĐeŶtƌale de 

l’oƌeille au cours de la chirurgie 

 

 

 

 

Figure 65. Chiƌuƌgie de defeĐt saŶs ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ. OŶ voit ďieŶ l’iŶteƌƌuptioŶ du Đaƌtilage 

sans néo-tissu cartilagineux entre les deux. 

 

 

 

Figure 66. Chiƌuƌgie de defeĐt et ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ paƌ uŶe ďille d’algiŶate aveĐ cellules 

périchondrales de lapin. On observe la bille d’algiŶate ŵais pas de formation de néocartilage. 
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Figure 67. Comblement du défect paƌ uŶe ďille d’algiŶate aveĐ de la poudƌe de Đaƌtilage 

décellularisé. On retrouve cette poudre au niveau du défect cartilagineux. 

 

 

 

Figure 68. CoŵďleŵeŶt du defeĐt paƌ uŶe ďille ĐoŵposĠe d’algiŶate, de Đellules 

périchondrales et de poudre de cartilage décellularisé. On observe la présence de fragments 

de néo cartilage. 
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2) Résultats histologiques à M1 

 

Sur toutes les colorations suivantes, les photos a) représentent les colorations faites avec la 

bille préparée à partir de cellules périchondriales, alginate et poudre de cartilage 

décellularisée, les photos b) à partir d’uŶe ďille faite de cellules périchondriales et d’algiŶate, 

la photo c) à partir d’uŶe ďille de poudƌe dĠĐellulaƌisĠe de poƌĐ et d’algiŶate et eŶfiŶ, la 

condition d) est la création de défect sans reconstruction (contrôle négatif).  

 

a) Coloration à la safranine O en normoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 69. Agrandissement x2,5. Les conditions a et b, celles contenant des cellules, 

retrouvent une meilleure coloration à la safranine O que pour la condition alginate et poudre, 

ce qui laisse sous-entendre le rôle important des cellules dans la formation de la néomatrice. 
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b) Coloration à la safranine O en hypoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 70. Agrandissement x2,5. On retrouve une coloration plus marquée à la safranine O 

dans les conditions a) et b) par rapport à la condition c). 

 

c) Coloration HE en normoxie  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a ď 

d Đ 

a 

Đ d 

ď 



123 

 

Figure 71. Agrandissement x2,5. La coloration hématoxyline-éosine retrouve une coloration 

de la matrice extracellulaire en rose et les noyaux en violet. On retrouve une coloration en 

violet dans les conditions a) et b) plus maquée que dans la condition c). On retrouve ainsi les 

cellules mises en place dans les billes des conditions a) et b). 

 

d) Coloration HE en hypoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72. Agrandissement x2,5. De même en hypoxie, les conditions a) et b) mettent en 

ĠvideŶĐe les ŶoǇauǆ eŶ violet aloƌs Ƌu’ils ne sont pas visibles dans les conditions c) et d). 
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3) Résultats histologiques à M2 

 

a) Coloration à la safranine O en normoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 73. Agrandissement x2,5. Au 2
ème

 mois, en normoxie, on retrouve une coloration à la 

safranine O plus importante dans la condition a) avec une bille faite à partir de cellules – 

alginate et poudre de cartilage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

Đ 

ď 

d 



125 

 

 

 

b) Coloration à la safranine O en hypoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 74. Agrandissement x2,5. A 2 mois, en hypoxie, le résultat est moins évident, avec 

ŶotaŵŵeŶt uŶe aďseŶĐe de ĐoloƌatioŶ à la safƌaŶiŶe O. OŶ peut peŶseƌ Ƌu’uŶe paƌtie des 

billes se sont alors résorbées, aussi bien dans les billes avec cellules – alginate et poudre a), 

Ƌu’aveĐ la poudƌe et l’alginate b) ou encore les cellules et l’algiŶate ĐͿ.   
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c) Coloration HE en normoxie  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 75. Agrandissement x2.5. La coloration violette dans les conditions a) et b) marquent 

les noyaux cellulaires présents dans les billes. Ils ne sont pas retrouvés dans les conditions c) 

et d). 
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d) Coloration HE en hypoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 76. Agrandissement x2,5. De ŵġŵe Ƌu’eŶ Ŷoƌŵoǆie, eŶ hǇpoǆie, uŶe ĐoloƌatioŶ des 

noyaux est retrouvée dans les conditions a) et b) contrairement aux conditions c) et d).  
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Discussion 
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Pourquoi utiliser du tissu décellularisé comme biomatériau? 
 

 

Le pƌiŶĐipe de l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe au sens large, est basé sur la présence de trois 

éléments : des cellules, un support servant à la prolifération cellulaire, appelé biomatériau, 

et des facteurs bio-signalétiques présents dans le milieu de culture et qui permettent de la 

multiplication et la différenciation cellulaire.  

Les ďioŵatĠƌiauǆ dĠĐellulaƌisĠs Ŷous seŵďleŶt ġtƌe les ĐaŶdidats idĠauǆ pouƌ l’iŶgĠŶieƌie 

tissulaire. En effet, ils possèdent en leur sein les composants de la matrice ainsi que les 

facteurs biosignalétiques appropriés. Ils ont déjà fait preuve de leur efficacité pour de 

nombreux tissus : entre autres, les scaffolds laryngés prélevés chez le chien puis 

recellularisés par des cellules souches humaines (Moser et al., 2020), ou encore le nerf 

sciatique de porc décellularisé (Li et a., 2019) qui conserve ses fonctions de conduction de 

l’iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ au ŵoiŶs iŶ ǀitƌo. 

L’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse Ŷe dĠƌoge pas à la règle. Cependant, la majorité des études 

utiliseŶt des ďioŵatĠƌiauǆ Ŷatuƌels ;aĐide hǇaluƌoŶiƋue, algiŶate, ĐollagğŶe…Ϳ ou 

sǇŶthĠtiƋues ;aĐide ĐapƌolaĐtoŶe, aĐide polǇlaĐtiƋue…Ϳ et l’utilisatioŶ du Đaƌtilage 

décellularisé est moins commun (Utomo et al., 2015 ; Pleuŵeekeƌs et al., ϮϬϭϱͿ. L’aǀaŶtage 

du cartilage décellularisé est également sa possibilité de promouvoir un remodelage 

constructif, notamment grâce aux facteurs pro-ĐhoŶdƌogĠŶiƋues Ƌu’il ĐoŶtieŶt ;TGF-β, Soǆ-

ϵ...Ϳ. EŶfiŶ, il pƌĠseŶte l’aǀaŶtage d’uŶe ŵatƌiĐe adaptĠe ;ĐollagğŶe tǇpe II, aggrécanes...) 

avec une structure en trois dimensions qui apporte le soutien pour la recellularisation. 

C’est pouƌƋuoi Ŷous soŵŵes paƌtis suƌ le Đaƌtilage dĠĐellulaƌisĠ Đoŵŵe ďioŵatĠƌiau. 
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Pourquoi ce protocole de décellularisation ? 
 

Il existe de nombreux protocoles de décellularisation, à partir de détergents chimiques, 

d’eŶzǇŵes, d’ageŶts phǇsiƋues. Notƌe pƌotoĐole est uŶ pƌotoĐole ŵiǆte ;faĐteuƌs phǇsiƋues 

aǀeĐ l’agitatioŶ, la ĐoŶgĠlatioŶ iŶitiale du Đaƌtilage et le ƌiŶçage daŶs uŶe solutioŶ 

hypotoniqueͿ ŵais aǀeĐ uŶe doŵiŶaŶte d’Ġtapes eŶzǇŵatiƋues ;pƌoŶase, ĐollagĠŶase et 

DNAse). 

Nous avons préférentiellement appliqué un traitement enzymatique car après plusieurs 

essais avec les agents chimiques usuels (SDS, DOC, Triton X-100) nous ne sommes pas 

parveŶus à oďteŶiƌ uŶe dĠĐellulaƌisatioŶ satisfaisaŶte. LoƌsƋue l’oŶ ƌegaƌde les puďliĐatioŶs 

utilisaŶt des ageŶts ĐhiŵiƋues, leuƌ duƌĠe d’aĐtioŶ est loŶgue, souǀeŶt plusieuƌs heuƌes ǀoiƌe 

jours. Un des avantages de ce protocole est donc sa durée. En effet, nous avons obtenu une 

décellularisation efficace selon les critères de Crapo en 7 heures en comptant les rinçages 

(sans compter le rinçage final overnight). 

De plus, l’aĐtioŶ des eŶzǇŵes Ŷous seŵďle plus ĐiďlĠe. Aloƌs Ƌue les dĠteƌgeŶts ǀoŶt agiƌ de 

manière non spécifique, les enzymes vont avoir une action précise : la collagénase va 

relâcher la matrice extracellulaire en digérant une partie des collagènes, la pronase va cibler 

et lyser les protéines membranaires cellulaires et ainsi déstabiliser les membranes lipidiques 

puis la DNAse ǀa spĠĐifiƋueŵeŶt dĠtƌuiƌe la douďle hĠliĐe d’ADN. 

C’est pouƌ Đe gaiŶ de teŵps, uŶe aĐtioŶ Ƌui Ŷous seŵďle plus ĐiďlĠe et des ƌĠsultats de 

décellularisation plus satisfaisants que nous avons opté pour ce protocole. 
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Pourquoi la pulvérisation? 
 

Au cours de nos expériences in vitro, et après avoir mis au point le protocole de 

décellularisation tel que présenté, nous avons essayé plusieurs techniques de 

recellularisation : ensemencement par dépôt cellulaire sur fragments de cartilage 

décellularisé, ensemencement par centrifugation ou encore par apposition de feuillets 

cellulaires. A ĐhaƋue fois, la ĐoloŶisatioŶ Đellulaiƌe Ŷ’Ġtait Ƌue supeƌfiĐielle et une 

néomatrice se formait en superposition du biomatériau. Les cellules ne pénétraient pas dans 

le biomatériau. Et la bibliographie confirmait ces résultats ;Elsaesseƌ et al., ϮϬϭϲͿ. C’est 

pourquoi, pour obtenir un résultat plus homogène en termes de recellularisation, nous 

aǀoŶs dĠĐidĠ de pulǀĠƌiseƌ le Đaƌtilage, de le taŵiseƌ puis d’incorporer la poudre obtenue 

daŶs de l’algiŶate, et Đe de ŵaŶiğƌe hoŵogğŶe. 

 

Chang et al., propose également un biomatériau à partir de cartilage articulaire humain 

pulǀĠƌisĠ et d’uŶe solutioŶ de ĐollagğŶe. Les Đultuƌes iŶ ǀitƌo ƌĠalisĠes daŶs uŶ ŵilieu pƌo-

ĐhoŶdƌogĠŶiƋue ;ITS+Ϳ additioŶŶĠ de faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe ;TGFβ + BMP-2) comprennent 

d’uŶe paƌt des Đellules sǇŶoǀiales huŵaiŶes iŶĐluses daŶs le ďioŵatĠƌiau « poudre de 

cartilage-collagène » et d’autƌe paƌt les ŵġŵes Đellules daŶs uŶ ďioŵatĠƌiau de Đollagène 

seul et doŶĐ saŶs poudƌe. Les aŶalǇses oŶt ĠtĠ faites tous les ϳ jouƌs jusƋu’à Ϯϴ jouƌs. Les 

résultats retrouvent la formation de cartilage de manière plus importante dans le groupe 

avec poudre que sans poudre. De même, ils retrouvent une formation de collagène et 

d’aggƌĠĐaŶe de ŵaŶiğƌe iŵpoƌtaŶte daŶs le gƌoupe aǀeĐ poudƌe et pƌoĐhe les 

concentrations retrouvées dans celles du tissu natif (Chang et al., 2014), ce qui confirme le 

caractère pro-chondrogénique de la poudre de cartilage décellularisée au moins in vitro. 

Néanmoins, la limite principale de cette étude est le fait que les cellules et cartilage utilisés 

soient du matériel articulaire et non auriculaire. 

 

 

Dans ce sens, Kim et al., ont mis au point des disques de 5mm de diamètre composés de 

poudƌe de Đaƌtilage de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠ, de NaCl et d’EDC ;N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-

ethyl carbodiimide hydrochloride) et les ont inséré chez la souris nude (Kim et al.,2016). 

L’oďjeĐtif de Đe tƌaǀail Ġtait d’Ġtudieƌ la ĐiŶĠtiƋue de dĠgƌadatioŶ des disques de poudre de 
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cartilage via un marqueur fluorescent, le Cy3–NHS. Kim et son équipe ont retrouvé une 

diminution de la fluorescence de 83% au bout de 8 semaines et en concluent donc une 

dégradation équivalente. De même ils ont mesuré les volumes de chaque disƋue jusƋu’à la 

8
ème

 seŵaiŶe et oŶt ƌetƌouǀĠ uŶe peƌte de ǀoluŵe de ϴϲ% à la fiŶ de l’eǆpĠƌieŶĐe, Đe Ƌui est 

cohérent avec les résultats de la fluorescence. Les disques réalisés à partir de poudre 

décellularisée ont donc une dégradation relativement lente pour permettre de servir de 

support aux cellules.  

 

Plus récemment, Zahiri et al. ont réalisé des cultures cellulaires de chondrocytes en présence 

de poudƌe de Đaƌtilage septal dĠĐellulaƌisĠ. Ils oŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’aĐtiǀitĠ ŵĠtaďoliƋue Ġtait 

augmentée à J1 en présence de particules de poudre décellularisée. Mais cette 

augŵeŶtatioŶ d’aĐtiǀitĠ Ŷ’Ġtait plus sigŶifiĐatiǀe à Jϯ et Jϱ. DaŶs tous les Đas, les paƌtiĐules de 

Đaƌtilage Ŷ’eŶtƌaiŶaieŶt pas de ŵoƌtalitĠ Đellulaiƌe. Cette eǆpĠƌieŶĐe dĠŵoŶtƌait doŶĐ 

l’aďseŶĐe de toǆiĐitĠ de la poudƌe suƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes eŶ Đultuƌe ;Zahiƌi et al., ϮϬϭϴͿ. 

 

La poudre de tissu décellularisé a déjà été utilisé dans plusieurs indications : trachéale (Shin 

et al., 2015), nerf (Hong et al.,2010), cardiaque (Singelyn et al., 2009), dermique (Hong et 

al.,2012) ou encore tissu adipeux (Choi et al., 2009). 

 

Dans ce contexte, la pulvérisation du cartilage préalablement décellularisé nous est apparue 

comme une technique originale, innovante et fiable. Une limite cependant est la destruction 

au moins partielle des molécules matricielles. Ce qui explique peut-être les résultats obtenus 

avec les conditions « poudre » en in vivo. 
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À propos de la réaction inflammatoire engendrée par les biomatériaux 
décellularisés? 
 

Au sein de nos expĠƌieŶĐes, la ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe Ŷ’a ŵalheuƌeuseŵeŶt pas pu ġtƌe 

totaleŵeŶt ĐoŶĐluaŶte. EŶ effet, la tƌop faiďle ƋuaŶtitĠ de sĠƌuŵ oďteŶu Đhez la souƌis Ŷ’oŶt 

pas peƌŵis d’aǀoiƌ des ƌĠsultats satisfaisaŶts eŶ teƌŵes d’Ġtude de la ƌĠaĐtioŶ sǇstĠŵiƋue. 

Paƌ ĐoŶtƌe, la ƌĠaĐtioŶ loĐale a ĠtĠ ĐoŶĐluaŶte paƌĐe Ƌu’il Ŷ’Ǉ a eu auĐuŶ ƌejet de Ŷotƌe 

biomatériau et surtout les analyses immuno-histochimiques ont révélé une activité 

ŵaĐƌophagiƋue iŵpoƌtaŶte eŶ pĠƌiphĠƌie de Ŷotƌe ĐoŶtƌôle positif aǀeĐ Ƌu’il Ǉ aǀait tƌès peu 

de ƌĠaĐtioŶ aussi ďieŶ aǀeĐ la poudƌe de Đaƌtilage, Ƌu’aǀeĐ l’algiŶate eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ le 

contrôle négatif. 

Cependant, la meilleure des preuves réside dans l’aďseŶĐe de réaction inflammatoire ou de 

rejet lors de la mise en place de nos billes contenant du cartilage décellularisé chez le lapin. 

 

Plusieuƌs Ġtudes, ŶotaŵŵeŶt Đelle de l’ĠƋuipe de BadǇlak oŶt aŶalǇsĠ la ƌĠpoŶse 

iŵŵuŶitaiƌe eŶtƌaiŶĠe paƌ les ŵatƌiĐes dĠĐellulaƌisĠes. Ils oŶt testĠ AlloMaǆ™, AlloDerm 

LifeCell ™, Avaulta Plus ™, CollaMend ™Fleǆ HD EthiĐoŶ ™, InteXen LP ™,  MatƌiSteŵ AĐell™ , 

PelǀiSoft ™, LifeCell ™, Sugisis ™, SuƌgiMeŶd ™, Veƌitas SǇŶoǀis Life™, Xenform ™, des 

biomatériaux actuellement sur le marché. Tous ces biomatériaux sont composés de matrice 

extracellulaire provenant d’oƌigiŶes tissulaiƌes diffĠƌeŶtes ;deƌŵe, ŵuƋueuse iŶtestiŶale, 

ŵuƋueuse ǀĠsiĐaleͿ et d’espğĐes diffĠƌeŶtes ;huŵaiŶe, poƌĐiŶe, ďoǀiŶe, ĠƋuiŶeͿ. Ils oŶt 

également subi des traitements de décellularisation différents. Tous ces produits ont été 

implantés en sous cutané chez le rat durant 14 jours et 25 jours. Puis les explants ont été 

analysés par immuno-histochimie à la recherche du type de réaction macrophagique 

déclenchée (Brown et al., 2012). Les résultats retrouvaient une absence de réaction 

macrophagique. 

Ils aǀaieŶt ĠgaleŵeŶt dosĠ la ƋuaŶtitĠ d’ADN suƌ plusieuƌs ŵatƌiĐes : Restore ™, Oasis ™, 

GraftJacket ™, Alloderm ™, Ziŵŵeƌ ™ ĐollageŶ ƌepaiƌ patĐh. Ce dosage d’ADN ƌĠsiduel Ġtait 

très faible, autour de 1,50ng/mg de tissu en moyenne. Le dosage sur Allodeƌŵ™ et Ziŵŵeƌ™ 

ne permet pas de détecter le moindre ADN (Gilbert et al., 2009).  
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Chondrogenèse in vivo chez l’animal 

 

Il Ŷ’eǆiste pas uŶ Ŷoŵďƌe tƌğs iŵpoƌtaŶt d’aƌtiĐles ĠtudiaŶt la ĐhoŶdƌogeŶğse iŶ ǀiǀo Đhez 

l’aŶiŵal. 

En 1997, Cao et al. sont les premiers à publier un article dans lequel ils mettent en place chez 

la souris immunodéprimée, une oreille créée par ingénierie cartilagineuse. Il s’agit d’une 

oreille en acide polyglycolique et en acide polylactique contenant 1,5 x 10
8
 chondrocytes 

articulaires de ǀeau et ŵoulĠe daŶs uŶ ŵoule d’oƌeille d’eŶfaŶt de ϯ aŶs. Les oƌeilles oŶt 

ensuite été implantées chez la souris nude en sous cutanée dorsal. Ces photos ont, à 

l’ĠpoƋue ĠtĠ tƌğs ŵĠdiatisĠes daŶs les ŵilieuǆ ĐoŶĐeƌŶĠs. La ŵise à ŵoƌt à ϭϮ seŵaiŶes et 

l’eǆplaŶt des oƌeilles. Les ƌĠsultats ƌetƌouǀeŶt uŶe peƌte de la foƌŵe de l’oƌeille daŶs le 

groupe sans moulage externe contrairement au groupe avec moulage externe. Cao explique 

ces résultats avec le manque de rigidité de la néo-oreille le temps de la cicatrisation initiale 

et notamment dû au fait des phénomènes de rétraction durant cette période. Il « protège » 

alors cette rétraction par un moulage externe qui préserve la structure en 3 dimensions de 

l’oƌeille ;Cao et al., ϭϵϵϳͿ ;fig ϳϳͿ. Ces pƌeŵieƌs ƌĠsultats semblaient alors prometteurs mais 

comportaient plusieurs limites : le statut iŵŵuŶitaiƌe de la souƌis, la ŶĠĐessitĠ d’uŶ ŵoulage 

eǆteƌŶe pouƌ Ġǀiteƌ uŶe ƌĠsoƌptioŶ ou eŶĐoƌe l’aďseŶĐe de stƌuĐtuƌe pĠƌiĐhoŶdƌale eŶ 

pĠƌiphĠƌie Ƌui peƌŵet d’oďteŶiƌ des résultats plus optimaux notamment en termes de 

résorption.  
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Figure 77. Photo de l’aƌtiĐle de Cao eŶ ϭϵϵϳ. OŶ ƌetƌouve uŶe oƌeille ĐƌĠe paƌ iŶgĠŶieƌie 

ĐaƌtilagiŶeuse au Ŷiveau du dos d’uŶe souƌis Ŷude ;Cao et al., ϭϵϵϳͿ. 

Shieh et al., après des résultats satisfaisants chez la souris nude après 10 mois 

d’iŵplaŶtatioŶs, ƌappoƌte leuƌs ƌĠsultats Đhez le lapiŶ iŵŵuŶoĐoŵpĠteŶt. DiffĠƌeŶtes 

conditions (dont celle ayant fonctionné chez la souris nude, à savoir le scaffold en acide 

polycaprolactone) ont été testées et toutes se sont soldées par un échec, à savoir une fonte 

de l’oƌeille iŵplaŶtĠe. Les ƌĠsultats histologiƋues ƌetƌouǀeŶt aloƌs uŶe foƌte iŶfiltƌatioŶ 

lymphocytaire en rapport avec une réaction à corps étranger (Shieh et al., 2004). 

 

Ting et al., quant à eux prélèvent du cartilage costal et en extraient les chondrocytes. Après 

Ƌuatƌe seŵaiŶes de Đultuƌe daŶs uŶ polǇŵğƌe de fiďƌiŶe sĐulptĠ eŶ foƌŵe d’oƌeille, la 

construction est implantée chez la souris nude. Après quatre semaines, la construction est 

explantée et analysée : l’aspeĐt ŵaĐƌosĐopiƋue de la stƌuĐtuƌe Ŷ’est pas ŵodifiĠ et il Ǉ a eu 

pƌoduĐtioŶ d’uŶe ŶĠo-matrice. Néanmoins, alors que les travaux préliminaires semblaient 

iŶtĠƌessaŶts, il Ŷ’Ǉ a pas eu d’autƌes Ġtudes de la ŵġŵe ĠƋuipe ;TiŶg et al., 1998).  

 

Xu et al. oŶt dĠŵoŶtƌĠ la staďilitĠ de la taille et de la foƌŵe d’uŶe ĐoŶstƌuĐtioŶ eŶ foƌŵe 

d’oƌeille huŵaiŶe, conçue à partir de gel de fibrine et de chondrocytes articulaires bovins et 

implantée chez la souris nude à 12 semaines (Xu et al., 2005). De plus les propriétés 

adhĠsiǀes de la fiďƌiŶe faǀoƌiseŶt l’iŶtĠgƌatioŶ d’uŶ pseudo-périchondre qui va permettre de 

diminuer la résorption.   

 

Une autre étude parue en 2014 réalise une structure auriculaire en acide polylactique enduit 

d’aĐide polǇglǇĐoliƋue Ƌu’ils iŵplaŶteŶt Đhez la souƌis Ŷude. Les Đellules utilisĠes soŶt uŶe 

co-culture de chondrocytes humains et de cellules souches mésenchymateuses de moelle 

osseuse issus de chèvre. Les biomatériaux sont explantés à 12 semaines et un scanner au 

laseƌ ƌĠalisĠ peƌŵet de ĐoŶĐluƌe à uŶ aspeĐt pƌoĐhe à pƌğs de ϴϴ% de l’oƌeille iŶitialeŵeŶt 

iŵplaŶtĠe à Đelle eǆplaŶtĠe. Ce Ƌui sigŶifie tout de ŵġŵe Ƌu’il Ǉ a uŶe foŶte de plus de ϭϬ% 

en seulement 3 mois chez un animal non immunocompétent. De plus, les résultats 

histologiques ne retrouvent pas de formation de périchondre. Ces résultats sont donc 

diffiĐileŵeŶt tƌaŶsposaďles Đhez l’hoŵŵe ;ZhaŶg et al., ϮϬϭϰͿ. 
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Plusieurs autres modèles de chondrogenèse ont également été implantés chez la souris 

nude avec des résultats se rapprochant des études citées plus haut (Isogai et al., 2005 ; 

Haisch et al., 2002 ; Jeon et al., 2007 ; Papadopoulos et al., 2011). 

 

D’autƌes Ġtudes iŶ ǀiǀo suƌ autƌes aŶiŵauǆ, ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe « gros » animaux (lapins 

notamment) et immunocompétents ont été réalisées. 

 

Stérodimas et de Faria ont implanté un modèle de structure auriculaire crée à partir de 

fiďƌes de soie et d’algiŶate, pƌĠalaďleŵeŶt ĐoŶfoƌŵĠ suƌ uŶ ŵoule d’oƌeille huŵaiŶe Đhez 

des lapins New Zeland. Les cellules utilisées étaient des chondrocytes et des 

pĠƌiĐhoŶdƌoĐǇtes de Đes ŵġŵes lapiŶs. L’aŶiŵal Ġtait iŵŵuŶoĐoŵpĠteŶt. Apƌğs 

explantation à 8 semaines, ils ont comparé les volumes initiaux versus restants et ont 

ĐoŶstatĠ uŶe foŶte de ϭϬ% eŶ ŵoǇeŶŶe. Ce Ƌui est plus iŶtĠƌessaŶt, Đ’est l’aŶalǇse 

histologiƋue Ƌui ĐoŶfiƌŵe l’aďseŶĐe de ĐouĐhe pĠƌiĐhoŶdƌale pĠƌiphĠƌiƋue ŵais Ƌui ƌetƌouǀe 

la pƌĠseŶĐe d’uŶ tissu iŶflaŵŵatoiƌe Đe Ƌui eǆpliƋue la foŶte pƌogƌessiǀe de la stƌuĐtuƌe 

cartilagineuse (Sterodimas and de Faria, 2013). 

 

En 2004, Kamil et al. oŶt ĐƌĠĠ des ŵoules d’oƌeille eŶ oƌ Ϯϰ Đaƌats, ĐoŵďlĠs de ĐhoŶdƌoĐǇtes 

poƌĐiŶs ou oǀiŶs et d’algiŶate puis les oŶt iŵplaŶtĠs Đhez des poƌĐs et des ŵoutoŶs ;eŶ 

foŶĐtioŶ du tǇpe de ĐhoŶdƌoĐǇtes, afiŶ d’aǀoiƌ uŶe gƌeffe allogĠŶiƋue et ŶoŶ ǆĠŶogĠŶiƋue). 

L’eǆplaŶtatioŶ s’est faite à ϮϬ seŵaiŶes. Le ƌĠsultat ŵaĐƌosĐopiƋue est satisfaisaŶt et 

ƌetƌouǀe uŶ aspeĐt de Đaƌtilage ŶaĐƌĠ, ďƌillaŶt, huŵide. L’Ġtude histologiƋue ƋuaŶt à elle, 

met en évidence des plages de matrice extra cellulaire néoformée entrecoupée de bandes 

fiďƌeuses ;Kaŵil et al., ϮϬϬϰͿ. L’aƌtiĐle Ŷe paƌle pas de la pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’uŶ ĠƋuiǀaleŶt de 

pĠƌiĐhoŶdƌe Ƌui auƌait ĠtĠ foƌŵĠ paƌ la pƌĠseŶĐe d’uŶ ďioŵatĠƌiau iŶeƌte tel Ƌue l’oƌ ;fig ϳϴͿ. 

De plus, se pose la ƋuestioŶ de saǀoiƌ Đe Ƌu’il serait advenu du biomatériau sans son moule 

doré. Ce détail constitue un manque important dans les résultats obtenus. 
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Figure 78. RepƌĠseŶtatioŶ du ŵoule eŶ oƌ Ϯϰ Đaƌats utilisĠs daŶs l’Ġtude de Kaŵil et al 

(2004). 

 

Un autre modèle de chondrogenèse, basé suƌ uŶ polǇŵğƌe d’hǇdƌogel, le PluƌoŶiĐ F-127, 

l’algiŶate et des ĐhoŶdƌoĐǇtes oǀiŶs, a ĠtĠ testĠ paƌ l’ĠƋuipe de ChaŶg et al eŶ ϮϬϬϯ. Apƌğs 

implantation sous cutanée chez le mouton, le modèle a été explanté après 30 semaines in 

vivo. A noter que le modèle iŵplaŶtĠ Ŷ’aǀait pas la foƌŵe d’uŶe oƌeille huŵaiŶe ŵais d’uŶ 

fƌagŵeŶt de Đaƌtilage de ϭ Đŵ ǆ ϰ Đŵ. L’aspeĐt post eǆplaŶtatioŶ ƌetƌouǀait uŶe aďseŶĐe de 

ƌĠsoƌptioŶ et l’aŶalǇse histologiƋue ŵoŶtƌait uŶe ƋuaŶtitĠ de ĐollagğŶe de tǇpe II et de GAG 

de 80% par rapport au cartilage natif (Chang et al., 2003).  

 

Wu a choisi le plasma rich platelet (PRP) comme support de la culture de chondrocytes. Il a 

ensuite injecté en sous cutané au niveau dorsal chez le lapin New Zealand le mélange PRP-

cellules. Après explant à Ϯ ŵois, l’aspeĐt eǆteƌŶe est eŶ faǀeuƌ de Đaƌtilage, l’iŵageƌie paƌ 

IRM confirme un aspect semblable à du cartilage, les colorations HE, Safranine-o et 

tƌiĐhƌoŵe de MassoŶ soŶt ĠgaleŵeŶt eŶ faǀeuƌ d’uŶe ŵatƌiĐe ĐaƌtilagiŶeuse. EŶfiŶ, le 

dosage de GAG, comparé au tissu natif, a un rapport de 70%. Les avantages du PRP sont son 

oďteŶtioŶ tƌğs siŵple, Đaƌ il Ŷe ŶĠĐessite Ƌu’uŶe pƌise de saŶg et uŶe ĐeŶtƌifugatioŶ adaptĠe, 

soŶ ĐôtĠ iŶjeĐtaďle et doŶĐ faĐileŵeŶt ŵallĠaďle et l’aďseŶĐe de ŶĠĐessitĠ de Đhiƌuƌgie et 

doŶĐ au fiŶal soŶ Đoût faiďle. L’auteuƌ ƌappoƌte ĠgaleŵeŶt le ĐôtĠ Ŷutƌitif du PRP et 

l’aďseŶĐe de ƌĠaĐtioŶ iŵŵuŶitaiƌe ďasĠ suƌ le pƌiŶĐipe de l’autogƌeffe. Paƌ ĐoŶtƌe, il Ŷe paƌle 

pas de périchondre ni de mémoire de forme et conclut sur des éventuelles indications, 

plutôt articulaires, notamment articulation temporo-mandibulaire et genou (Wu et al. 2007).  
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Neuŵeisteƌ iŶsiste suƌ l’iŵpoƌtaŶĐe du pĠƌiĐhoŶdƌe Ƌui ǀasĐulaƌise et doŶĐ « nourrit » le 

néo-cartilage sous-jacent. Il propose, chez le rat immunocompétent, de placer en sous 

ĐutaŶĠe uŶ ŵoule d’oƌeille de ϭ pouĐe de loŶg, eŶ siliĐoŶe pleiŶ. Il aŶastoŵose eŶsuite le 

pĠdiĐule fĠŵoƌal au tissu sous ĐutaŶĠe adjaĐeŶt. L’aďlatioŶ du ŵoule se fait à ϯ seŵaiŶes et 

laisse alors une capsule vide, vascularisée, Ƌu’il Đoŵďle de fiďƌiŶe et de ĐhoŶdƌoĐǇtes de ƌat.  

EŶsuite, daŶs uŶ pƌeŵieƌ gƌoupe uŶe ĐoŶfoƌŵatioŶ paƌ le ŵoulage d’oƌeille est appliƋuĠe 

aloƌs Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas de ĐoŶfoƌŵatioŶ daŶs le seĐoŶd gƌoupe.  

Les résultats retrouvent de nombreuses extrusions du conformateur dans le groupe avec 

conformateur (13/14). Le moule est alors repositionné et la plaie suturée. Au final, à 8 

seŵaiŶes, les aŶiŵauǆ soŶt saĐƌifiĠs. Les aŶalǇses ŶotaŵŵeŶt l’iŶjeĐtioŶ de fluoƌesĐĠiŶe au 

niveau du pédicule confirme la vascularisation de toue la capsule. Les colorations 

histologiques confirment la présence de cartilage et de chondrocytes. Cependant, la forme 

de l’oƌeille Ŷ’est ĐoŶseƌǀĠe Ƌue daŶs le gƌoupe aǇaŶt eu uŶe ĐoŶfiƌŵatioŶ, l’oƌeille daŶs 

l’autƌe gƌoupe aǇaŶt suďi uŶe ƌĠsoƌption et surtout une perte de sa forme, et ce malgré la 

présence de la capsule (Neumeister et al. 2006). 

L’aŶalǇse de Neuŵeisteƌ et al. seŵďle ďoŶŶe eŶ ŵettaŶt eŶ aǀaŶt l’iŵpoƌtaŶĐe de la 

vascularisation du cartilage. Il utilise alors une technique bien connu des chirurgiens, 

notamment plasticiens qui est la technique des membranes induites, membranes 

hǇpeƌǀasĐulaƌisĠes Ƌui se foƌŵeŶt au ĐoŶtaĐt d’uŶ Đoƌps ĠtƌaŶgeƌ iŶeƌte, telle Ƌue les 

pƌothğses ŵaŵŵaiƌe paƌ eǆeŵple. DaŶs Đette eǆpĠƌieŶĐe, la ŶotioŶ d’aŶastomose vasculaire 

pose ĐepeŶdaŶt ƋuestioŶs, eŶ effet, Đhez l’hoŵŵe, loƌs de la ŵise eŶ plaĐe de ŵatĠƌiau 

iŶeƌte, la ĐoƋue ǀasĐulaƌisĠe se foƌŵe saŶs pouƌ autaŶt aǀoiƌ ďĠŶĠfiĐiĠ d’uŶe ŵiĐƌoĐhiƌuƌgie. 

Enfin, il semble que la vascularisation ne soit malheureusement pas suffisante pour 

ĐoŶseƌǀeƌ la foƌŵe de l’oƌeille. 

 

MoŶƌoǇ ƌappoƌte ĠgaleŵeŶt l’iŵpoƌtaŶĐe du pĠƌiĐhoŶdƌe eŶ pƌoposaŶt uŶ ŵodğle de 

périchondre fait à partir de Pluronic F-127 et de chondrocytes recouvrant un implant sous 

cutané en 24 carats ou en polyéthylène de haute densité type MEDPOR®. Après mis en place 

eŶ sous ĐutaŶĠ Đhez le poƌĐ, MoŶƌoǇ iŶĐise eŶ ƌegaƌd de l’iŵplaŶt afiŶ de l’eǆposeƌ et Ġtudie 

la cicatrisation secondaire qui selon lui est du à son feuillet de périchondre. Ses résultats 

sont positifs puisƋu’il ƌetƌouǀe Ƌue tous les iŵplaŶts eǆposĠs oŶt ĐiĐatƌisĠ ;MoŶƌoǇ et al., 

2007). 
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HaisĐh ǀa ĠgaleŵeŶt daŶs Đe seŶs, à saǀoiƌ l’iŵpoƌtaŶĐe du ƌôle jouĠ paƌ le pĠƌiĐhoŶdƌe daŶs 

le ŵaiŶtieŶ de la foƌŵe de l’auƌiĐule, eŶ faǀoƌisaŶt sa ŶutƌitioŶ par imbibition mais aussi son 

renouvèlement cellulaire et donc la néoformation de matrice. Il propose un périchondre 

élaboré à partir de chondrocytes de septum humain et cultivés dans du fibrinogène. Il 

tapisse aloƌs uŶ ŵoulage d’oƌeille fait à paƌtiƌ d’aĐide L-polǇlaĐtiƋue et d’aĐide L-

polǇglǇĐoliƋue Ƌu’il ŵet eŶ Đultuƌe iŶ ǀitƌo duƌaŶt ϯ à ϲ seŵaiŶes afiŶ de ƌetƌouǀeƌ uŶ 

phénotype chondrogénique en rapport avec la structure en 3D du moulage. Puis il décolle la 

couche périphérique « périchondrale » du modèle auriculaire, la coupe en fragments de 1cm 

x 1 cm et en insère en sous cutané chez la souris nude durant 6 ou 12 semaines. Après 

explantation et analyse, il retrouve un périchondre plus solide après 12 semaines. 

NĠaŶŵoiŶs, il Ŷe s’agit Ƌue de fƌagŵeŶts de « périchondre » et eŶ auĐuŶ Đas, il Ŷ’Ǉ a eu 

d’Ġtude suƌ le ŵaiŶtieŶ de la foƌŵe et de la taille d’uŶ Đaƌtilage gƌâĐe à Đe pĠƌiĐhoŶdƌe 

(Haisch et al., 2002). 
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Chez l’homme 
 

Depuis plus de 20 ans et les premières études de Cao et Vacanti en 1997, sur la souris nude, 

tƌğs peu d’Ġtudes oŶt aďouti à des essais Đhez l’hoŵŵe aloƌs Ƌue Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠsultats 

d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ Đhez l’aŶiŵal ŶotaŵŵeŶt iŵŵuŶoĐoŵpĠteŶt ĠtaieŶt pƌoŵetteuƌs Đe Ƌui 

témoigne de la difficulté de cette reconstruction malgré la relative « simplicité » de ce tissu 

;pas de pĠdiĐule ǀasĐulaiƌe, pas d’iŶŶeƌǀatioŶ, uŶ seul tǇpe ĐellulaiƌeͿ. 

 

Deux auteurs ont publié sur le sujet : YaŶaga, Ƌui est l’auteuƌ de plusieuƌs aƌtiĐles et plus 

récemment Zhou. 

L’idĠe iŶitiale de YaŶaga Ŷ’Ġtait pas appliƋuée au niveau auriculaire mais plutôt au niveau de 

défects craniofaciaux et notamment nasaux (Yanaga et al., 2006 ; 2009). Le principe était de 

cultiver des chondrocytes auriculaires prélevés en rétro-auriculaire au niveau de la conque, 

puis après 1 mois de culture en moyenne dans un milieu pro chondrogénique, il réinjectait 

les ĐhoŶdƌoĐǇtes ĐultiǀĠs du patieŶt eŶ les ŵĠlaŶgeaŶt à de l’auto-sérum, prélevé également 

Đhez le patieŶt. Les ƌĠsultats ĠtaieŶt tƌğs satisfaisaŶts et suƌtout il Ŷ’a pas eu d’iŶfeĐtioŶ, ni 

rejet ni réaction inflammatoire. Par nécessité, il a dû reprendre quelques patients et en a 

profité pour réaliser une biopsie de ces chondrocytes injectés. Ils avaient un aspect de 

cartilage. Les analyses histologiques retrouvaient la présence de collagène II mais aussi 

d’ĠlastiŶe eŶ ƋuaŶtitĠ Đoŵpaƌaďle à du Đaƌtilage auƌiĐulaiƌe Ŷatif. 

Lui est aloƌs ǀeŶue l’idĠe, suƌ le ŵġŵe pƌiŶĐipe, de ĐƌĠeƌ uŶ ďloĐ de Đaƌtilage Ƌu’il sĐulpteƌa 

par la suite afin de reconstruire des oreilles dans le cadre de microtie. Ce bloc est constitué 

de chondrocytes prélevés au niveau rétro-auriculaire puis cultivés. Ils sont ensuite mélangés 

à du sérum prélevé chez le patient puis injectés au niveau abdominal pour un total de 60 ml 

par enfant (fig 79). Après 6 mois, sous anesthésie générale, le bloc de cartilage était explanté 

puis sculpté en vue de la correction de la microtie puis mis en place (fig 80). 
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Figure 79. La photo eŶ haut à gauĐhe ŵoŶtƌe l’iŶjeĐtioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes + sĠƌuŵ au Ŷiveau 

abdominal par une seringue après avoir créé une poche sous cutanée. La photo en haut à 

droite montre le cartilage créé, après 6 mois au niveau abdominal. Les photos du bas 

ŵoŶtƌeŶt l’aspeĐt du Đaƌtilage apƌğs eǆplaŶtatioŶ et avaŶt sĐulptuƌe (Yanaga et al., 2009). 

  

 

 

Figure 80. Le bloc de cartilage est sculpté selon la technique habituel puis implanté au niveau 

auriculaire (Yanaga et al., 2009). 
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Au total, ce papier rapporte 4 patients traités avec un recul allant de 2 à 5 ans (fig 81 et 82). 

Il ne note aucune résorption, ni exposition, ni infection.  

  

Figure 81. Enfant de 9 ans (photos de gauche) et 10 ans (à droite), 3 ans après le 2
ème

 temps 

opĠƌatoiƌe à savoiƌ l’ĠlĠvatioŶ auƌiĐulaiƌe ;YaŶaga et al., ϮϬϬϵͿ 

 

 

 

Figure 82. Enfant de 9 ans tous les deux, avec 2 ans de recul pour la patiente de gauche et 

2,5 ans pour le patient de droite. 

 

 

Il iŶsiste ĠgaleŵeŶt suƌ la pƌĠseŶĐe d’uŶ ŶĠo-périchondre (fig 83) indispensable selon lui et 

Ƌui Đoƌƌoďoƌe aǀeĐ d’autƌes Ġtudes ĐitĠes plus haut. 
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Figure 83. D’apƌğs YaŶaga, l’Ġtude histologiƋue de son implant composé de chondrocytes et 

de sérum et laissé 6 mois au niveau abdominal retrouve du néo-Đaƌtilage ;NCͿ eŶtouƌĠ d’uŶ 

néo-périchondre (NP) puis de tissu adipeux (F) présent dans la paroi abdominale (Yanaga et 

al., 2013). 

 

Au final, Yanaga a obteŶu d’eǆĐelleŶts ƌĠsultats eŶ utilisaŶt uŶe gƌeffe autologue 

;ĐhoŶdƌoĐǇtes et sĠƌuŵ appaƌteŶaŶt au patieŶtͿ et s’est seƌǀi de la paƌoi aďdoŵiŶale du 

patient comme « incubateur ». AuĐuŶ ĠlĠŵeŶt utilisĠ Ŷ’Ġtait allogĠŶiƋue ǀoiƌe ǆĠŶogĠŶiƋue, 

ce qui est très sĠduisaŶt Đaƌ Ŷ’eŶtƌaiŶe auĐuŶ ƌisƋue eŶ ƌappoƌt aǀeĐ uŶ ƋuelĐoŶƋue ƌejet ou 

eŶĐoƌe toutes les ŶotioŶs d’ĠthiƋue daŶs le Đadƌe d’uŶe ǆĠŶogƌeffe. 

 

 

En 2018, Zhou publie la première reconstruction auriculaire in vitro avec application 

huŵaiŶe. L’idĠe est de faire en parallèle, une culture cellulaire de chondrocytes de la 

microtie et un moulage de son oreille qui vont être utilisés pour la reconstruction auriculaire 

(fig 84). 
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Figure 84. Schéma récapitulatif de la prise en charge des patients atteints de microtie par le 

pƌotoĐole d’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse ;Zhou et al., ϮϬϭϴͿ. 

 

 

Son protocole opératoire comprend 2 temps chirurgicaux. 

Le premier temps consiste en une expansion cutanée et dans le même temps, le cartilage 

résiduel de la microtie est prélevé pour amplification des chondrocytes. 

EŶ paƌallğle, uŶ sĐaŶŶeƌ ϯD de l’oƌeille ĐoŶtƌolatĠƌale est ƌĠalisĠ et uŶ sǇstğŵe de ŵiƌoƌƌiŶg 

peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶ ŵoule de l’oƌeille à ƌeĐoŶstƌuiƌe.  

Après expansion, les chondrocytes sont cultivés au contact des différeŶtes fiďƌes d’aĐide 

polyglycolique / acide polylactique.  

Le moule crée est ensuite comblé par une mèche de polycaprolactone elle-même comblée 

de fiďƌes ŶoŶ tissĠes d’aĐide polǇglǇĐoliƋue, ƌeĐouǀeƌt d’aĐide polǇlaĐtiƋue et ĐoŶteŶaŶt les 

chondrocytes. 

L’eŶseŵďle est iŵplaŶtĠ Đhez l’eŶfaŶt loƌs du seĐoŶd teŵps opĠƌatoiƌe. 
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Les résultats sont satisfaisants notamment avec une préservation de la forme auriculaire, 

uŶe aďseŶĐe de ƌĠsoƌptioŶ, d’iŶfeĐtioŶ ou d’eǆpositioŶ. Il pƌĠseŶte uŶe sĠƌie de ĐiŶƋ 

patients, avec un recul moyen de 13,6 mois (de 2 à 30 mois) (fig 85). Les analyses 

histologiques réalisées sur des fragments de cartilage mis en excès dans un but de « greffe 

témoin » montrent la néoformation de cartilage avec une coloration positive à la safranine O 

et une coloration Verhoeff van Gieson qui met en évidence des fibres élastiques (Zhou et al., 

2018). 

 

        

 

Figure 85. Présentation de 4 cas cliniques de microtie pris en charge par Zhou et son équipe 

paƌ le pƌotoĐole d’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse ;Zhou et al. 2018).  

 

Au total, il présente de bons résultats avec pourtant un biomatériau qui est connu pour ces 

ĐoŵpliĐatioŶs à tǇpe de ƌĠsoƌptioŶ, d’eǆpositioŶ et d’iŶfeĐtioŶ (Cao et al., 1997 ; Shieh et al., 

2004 ; Igosai et al., 2004).  

 

De notre côté, nous avons réalisé un modèle auriculaire en alginate à paƌtiƌ d’uŶ ŵoulage eŶ 
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siliĐoŶe ĠgaleŵeŶt oďteŶu à paƌtiƌ d’uŶ sĐaŶŶeƌ eŶ ϯD et d’uŶe iŵpƌessioŶ ϯD ǀia les 

laďoƌatoiƌes MatĠƌialise® ;fig ϴϲͿ. CepeŶdaŶt, Ŷous Ŷ’aǀoŶs pas eŶĐoƌe eŶseŵeŶĐĠ Đe 

modèle mais il serait très intéressant de le faire dans un milieu prochondrogénique avec des 

Đellules pƌĠĐuƌseuƌs de Đaƌtilages ;pĠƌiĐhoŶdƌoĐǇtesͿ aǀaŶt de l’iŵplaŶteƌ Đhez l’aŶiŵal. 

 

 

   

 

Figure 86. Moulage réalisé dans le service de Chirurgie maxillofaciale du CHU de Caen avec 

l’aide du Laďoƌatoiƌe Mateƌialise. Le ŵoulage a eŶsuite seƌvi de ďase pouƌ la ĐoŶfeĐtioŶ d’uŶe 
oreille en alginate 3% polymérisé par une solution de chlorure de calcium 100mM pendant 20 

min au sein du laboratoire Bioconnect. 
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Et après ? 
 

Au-delà de la néoformation de cartilage, le problème de la vascularisation et la nutrition 

ĐaƌtilagiŶeuse paƌ le pĠƌiĐhoŶdƌe est uŶ eŶjeu ŵajeuƌ daŶs l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse. Chiu 

présente une ébauche de réponse à cette problématique en réussissant à synthétiser in vitro 

des couches de périchondre à partir de périchondrocytes de lapin entourant une couche de 

Đaƌtilage et eŶ utilisaŶt les faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe IGF et de l’iŶsuliŶe à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs 

différentes (Chiu et al., 2019). Il Ŷ’Ǉ a paƌ ĐoŶtƌe pas eŶĐoƌe eu de tƌaŶspositioŶ Đhez l’aŶiŵal 

ce qui consiste une limite importante. 

Néanmoins, afin de pallier différents problèmes rencontrés, notamment celui de la 

vascularisation et du périchondre, il est extrêmement intéressant de se pencher sur les 

traǀauǆ de Duisit et LeŶgelĠ. PuisƋu’il est, ŵalgƌĠ tout, Đoŵpleǆe de ƌeĐƌĠeƌ du Đaƌtilage de 

ŵaŶiğƌe pĠƌeŶŶe ǀia l’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuses, Đes deƌŶieƌs pƌoposeŶt de dĠĐellulaƌiseƌ 

toute la région auriculaire de manière anatomique en utilisant les vaisseaux auriculaires via 

un système de perfusion- décellularisation (Duisit et al., 2017 ; 2018). 

Il dissğƋue l’oƌeille de poƌĐ aǀeĐ soŶ pĠdiĐule ;aƌtğƌe auƌiĐulaiƌe Đaudale et ǀeiŶe jugulaiƌe 

externe), puis après cathétérisation et lavage au sérum hépariné, débute la décellularisation 

paƌ uŶ sǇstğŵe de peƌfusioŶ de SDS ϭ%. Puis apƌğs ƌiŶçage à l’eau distillĠe, la 

décellularisation se poursuit par une perfusion de Triton X-100 à 1% et enfin une solution de 

DNAse de tǇpe I. L’oƌeille dĠĐellulaƌisĠe est aloƌs stoĐkée à 4°C (fig 87).  
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Figure 87. D’apƌğs Duisit et al., ϮϬϭϳ. Photos avaŶt et apƌğs la dĠĐellulaƌisatioŶ. On remarque 

la décoloration des tissus après décellularisation. 

 

 

Des analyses histologiques et immuno-histochimiques valident la décellularisation tout en 

montrant la préservation de la matrice. La compatibilité allogénique est également validée 

par implantation de fragments cartilagineux, cutanée et sous-cutanée chez le porc 

immunocompétent.  

EŶsuite, d’uŶ ĐôtĠ, l’oƌeille dĠĐellulaƌisĠe est iŵplaŶtĠe par anastomoses microchirurgicales 

Đhez le poƌĐ et ƌetƌouǀe uŶe ƌeǀasĐulaƌisatioŶ satisfaisaŶte de l’oƌeille ;fig ϴϴͿ. 
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Figure 88. Photos de l’aŶastoŵose et de la ƌevasĐulaƌisatioŶ auƌiĐulaiƌe ;Duisit et al., ϮϬϭϳͿ. 

 

D’autƌe paƌt, deuǆ tǇpes de ƌeĐellularisation sont testés : une recellularisation par 

ensemencement sur différents « disques » de tissu cartilagineux, adipeux et cutané 

notamment avec des cellules souches de moelle osseuses GFP+ et une revascularisation par 

perfusion artérielle faite au bioƌĠaĐteuƌ. Ces deuǆ teĐhŶiƋues d’eŶseŵeŶĐeŵeŶt Đellulaiƌe 

retrouvent des cellules viables au sein des différents tissus.  

CepeŶdaŶt, Duisit Ŷ’a pas eŶĐoƌe pu testeƌ la ƌĠ-implantation auriculaire à long terme et 

post recellularisation ce qui est indispensable pouƌ ǀoiƌ le ĐoŵpoƌteŵeŶt de l’oƌeille aussi 

ďieŶ d’uŶ poiŶt de ǀue ǀasĐulaiƌe Ƌu’iŵŵuŶitaiƌe.  

 

Duisit et al., ƌappoƌte ĠgaleŵeŶt uŶ tƌaǀail siŵilaiƌe pƌatiƋuĠ suƌ l’oƌeille huŵaiŶe.  Apƌğs 

prélèvements sur cadavres, il utilise le même système de perfusion – décellularisation que 

pouƌ l’oƌeille poƌĐiŶe ;fig ϴϵͿ.  

 

 

 

 

 

 

 



151 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 89. Photos de la dĠĐellulaƌisatioŶ de l’oƌeille huŵaiŶe pƌĠlevĠe suƌ Đadavƌe fƌais 

(Duisit et al., 2017). 

 

 

Apƌğs dosage de l’ADN, il ĐoŶfiƌŵe la ďoŶŶe dĠĐellulaƌisatioŶ des différents tissus de 

l’oƌeille : cartilage, peau et tissu adipeux sous cutané (fig 90).  

 

  

Figure 90. Dosage de la ƋuaŶtitĠ d’ADN suƌ du tissu ĐutaŶĠ, ĐaƌtilagiŶeuǆ et adipeuǆ ;Duisit 

et al., 2018) 

 

Il dose ensuite les composants de la matrice extracellulaire, les compare aux tissus 

auƌiĐulaiƌes Ŷatifs et ƌetƌouǀe des ƋuaŶtitĠs satisfaisaŶtes de ĐollagğŶe, d’ĠlastiŶe et de GAG 

(fig 91). 
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Figure 91. Dosage du ĐollagğŶe, de l’ĠlastiŶe et des GAGs daŶs les diffĠƌeŶts tissus Ŷatifs et 

décellularisés composaŶts l’oƌeille ;Duisit et al., ϮϬϭϴͿ. 

 

 

Il travaille ensuite sur la réaction immunitaire en implantant des fragments de tissus chez le 

rat immunocompétent. Il ne retrouve pas de réaction inflammatoire ni de formation de 

capsule péri-iŵplaŶtaiƌe. L’Ġtude immuno-histochimique retrouve une infiltration de cellules 

CDϲϴ+ ;ŵaĐƌophagesͿ ŵaƌƋueuƌs de l’iŶflaŵŵatioŶ, ŵoiŶs iŵpoƌtaŶte Ƌue pouƌ le tissu 

natif et qui diminue avec le temps. Quant aux cellules CD3+ (lymphocytes), marqueurs elles 

de la réaction lymphocytaire, elles montrent une infiltration qui diminue en fonction du 

teŵps et Ƌui est au fiŶal ;JϲϬͿ iŶfĠƌieuƌe à la ƋuaŶtitĠ d’iŶfiltƌatioŶ ƌetƌouǀĠ aǀeĐ le tissu Ŷatif 

(fig 92). 

 

          

Figure 92. Infiltration cellulaire CD3+ et CD68+ obtenue après implantation de fragments de 

tissus auriculaires décellularisé et natif. 
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La recellularisation de cette oreille décellularisée se fait de manière identique à celle de 

l’oƌeille de poƌĐ dĠĐellulaƌisĠe, à saǀoiƌ ǀia uŶ ďioƌĠaĐteuƌ et gƌâĐe à des Đellules souĐhes 

adipeuses.  

Il Ŷ’Ǉ a pas eu à Đe jouƌ de ƌĠiŵplaŶtatioŶ d’oƌeille huŵaiŶe dĠĐellulaƌisĠe puis ƌeĐellulaƌisĠe. 

 

Le tƌaǀail de Duisit et al. est eǆtƌġŵeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt eŶ Đe seŶs Ƌu’il Ŷ’utilise auĐuŶ 

matériau synthétique et évite donc tout risque de rejet. De plus, eŶ dĠĐellulaƌisaŶt l’uŶitĠ 

auriculaire dans son entièreté, il « règle » le problème de la vascularisation du cartilage et de 

l’appoƌt du pĠƌiĐhoŶdƌe. Au fiŶal, il utilise le pƌiŶĐipe de l’allotƌaŶsplaŶtatioŶ d’oƌgaŶe ŵais 

l’appoƌt de la dĠĐellularisation permet de surseoir à un traitement par immunosuppresseurs 

lourds et sources de nombreuses complications au long cours, notamment carcinologiques. 

Ces ƌĠsultats soŶt eǆĐelleŶts et la pƌoĐhaiŶe Ġtape, la ĐƌĠatioŶ d’uŶe oƌeille dĠĐellulaƌisĠe 

humaine puis recellularisée et ré-aŶastoŵosĠe suƌ le gƌos aŶiŵal ǀoiƌe suƌ l’hoŵŵe est 

attendue.  
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L’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe est eŶ pleiŶ essoƌ depuis Ϯϱ aŶs. L’iŶgĠŶieƌie ĐaƌtilagiŶeuse Ŷ’ĠĐhappe 

pas à cette évolution et les progrès sont indéniables. Cependant il reste encore de 

Ŷoŵďƌeuses iŶteƌƌogatioŶs. La pƌeuǀe, il Ŷ’Ǉ a aĐtuelleŵeŶt Ƌue Ϯ Ġtudes aǀeĐ uŶe 

application humaine. 

LaŶgeƌ et VaĐaŶti disaieŶt Ƌue l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe est uŶ « domaine interdisciplinaire qui 

applique les principes de l'ingénierie et des sciences de la vie au développement de 

substituts biologiques qui restaurent, maintiennent ou améliorent la fonction tissulaire ou 

un organe entier ». Toujours selon Langer et Vacanti, pour parvenir à nos fins, cela nécessite 

obligatoirement la collaboration de cinq types de professionnels « les biologistes cellulaires, 

les spécialistes des matériaux, les ingénieurs tissulaires, les chirurgiens reconstructeurs et les 

technologies convergentes associés » (Langer et Vacanti, 1993). Je reste persuadé que la 

collaboration de spécialiste permettra des avancées significatives mais celle-ci est encore 

trop faible. 

 

NĠaŶŵoiŶs, la dĠĐellulaƌisatioŶ seŵďle ġtƌe tƌğs pƌoŵetteuse Đaƌ elle peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶ 

biomatériau en trois dimensions, avec un caractère pro-chondrogénique sans entrainer de 

réponse immunitaire.  
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Résumé 
 

 

Les reconstructions auriculaires représentent un réel défi pour le chirurgien. Plusieurs techniques existent 

présentant chacune des inconvénients non négligeables. 

L’essor de l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe des 20 dernières années ouvre la possibilité à de nouvelles thérapeutiques. 

L’iŶgĠŶieƌie du Đaƌtilage Ŷe dĠƌoge pas à la règle et connaît une sérieuse évolution, concernant le cartilage 

articulaire mais également les autres types de cartilages dont le cartilage auriculaire.  

Appliquées à la reconstruction auriculaire, ces techniques apportent du tissu cartilagineux tout en minorant les 

effets secondaires : cicatrice de prélèvement, ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe, ƌejet de gƌeffoŶ… 

Dans ce travail, nous détaillons la confection et caractérisons la composition d’uŶ biomatériau pro-

chondrogénique élaboré à partir d’uŶ tissu ǆĠŶogĠŶiƋue dĠĐellulaƌisĠ issue d’oƌeille de porc. Nous en étudions 

ensuite la réaction inflammatoire engendrée et le pouvoir pro-chondrogénique in vivo et in vitro chez le lapin. 

Enfin, une revue de la littĠƌatuƌe peƌŵet de ŵettƌe au poiŶt les ĐoŶŶaissaŶĐes aĐtuelles suƌ l’iŶgĠŶieƌie 

ĐaƌtilagiŶeuse à paƌtiƌ de Đaƌtilage dĠĐellulaƌisĠe et ŶotaŵŵeŶt ses aǀaŶĐĠes Đhez l’hoŵŵe. 

 

Mots-clés : Biomatériau ; Cartilage ; Cellules souches mésenchymateuses ; Décellularisation ; Ingénierie 

tissulaire ; Matrice extracellulaire ; Médecine régénérative. 

 

Abstract  

 

Ear reconstruction is a real challenge for the surgeon. Several techniques exist, each having significant 

drawbacks. 

Development of tissue engineering over the past 20 years has opened up the possibility for new therapies. 

Cartilage engineering is no exception to the rule and is undergoing a serious evolution, concerning articular 

cartilage but also other types of cartilage including ear cartilage. 

Applied to ear reconstruction, these techniques provide cartilage tissue while reducing side effects: scar 

removal, immune response, graft rejection, etc. 

In this work, we detail the making and characterize the composition of a pro-chondrogenic biomaterial made 

from a decellularized xenogenic tissue from pig ear. We then study the inflammatory reaction generated and 

the pro-chondrogenic power in vivo and in vitro in rabbits. 

Finally, a review of the literature makes it possible to develop current knowledge on cartilaginous engineering 

from decellularized cartilage and in particular its advances in humans. 

 

Keywords: Cartilage; Decellularization; Extracellular matrix; Mesenchymal stem cell; Regenerative medicine; 

Scaffold; Tissue engineering.  


