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Figure 1. La situatio  a ato i ue de l’o eille est e t e la gio  pa otidie e et l’a ti ulatio  

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

arrière on retrouve la région mastoïdienne et le o he  appa te a t à l’os te po al.  

 

Figure 2 : Fa e e te e d’o eille e te e. D’ap s Rouvi e. O  et ouve les diff e ts eliefs du 

pavillo  de l’o eille : le t agus, l’a tit agus, l’h li , l’a th li , la o ue et le lo ule. 

 

Figure 3. Vascularisatio  du pavillo  de l’o eille. La vas ula isatio  a t ielle est assu e pa  les 

a hes de deu  a t es, l’a t e au i ulai e post ieu e et l’a t e te po ale supe fi ielle, 

p ove a t toutes les deu  de l’a t e a otide e te e, d’ap s l’EMC. 

 

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

l’I stitut Ke ed , U ive sit  of O fo d . 

 

Figure 5. Coupe histologi ue etta t e  vide e le seau d’ lasti e pa ti e  fi es Keith et al., 

1977). 

 

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

 

Figure 7.  Lo alisatio  p f e tielle des a i o es aso ellulai es d’ap s Stau  et al . 

 

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

spi o ellulai es  d’ap s Stau  et al . 

 

Figure 9. Photos de la o su e et de la pe te de su sta e de l’h li  d’Eva de  Hol field lo s de so  
combat contre Mike Tyson en 1997 à Las Vegas. Photos obtenues sur Google. 

 

Figure 10. Vue de fa e d’u e o eille brûlée et cicatrisée. On retrouve une perte de substance au 

iveau de la pa tie sup ieu e de l’h li , d’ap s Fi i  et Ma ha  . 

 

Figure 11. P l ve e t ostal et s ulptu e de la a uette au i ulai e d’ap s Fi i  et Ma ha  

(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’u e i otie 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. Disse tio  d’u  la eau de fas ia te po al supe fi iel vas ula is  pa  le seau te po al 

supe fi iel. L’i pla t est e suite is e  pla e au iveau du site e eveu  et est e ouve t pa  le 

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

i gui al et u  s st e de d ai age aspi atif pe et l’appli atio  de la g effe su  le la eau ui 

permet sa néovascularisation (Reinish and Tahiri, 2018).   

 

Figure 15. Cas du D  Fi i  ui o de l’i t t de l’ pith se au i ulai e lo s u’il ’  a pas de 

possibilité cutanée de recouvrement de la maquette cartilagineuse. 

 

Figure 16 : I g die ts i dispe sa les à l’i g ie ie tissulai e, issu de O’B ie , . 

 

Figure 17. P o d s d’i g ie ie tissulai e, d’ap s Va a ti et La ge  . 

 

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

 

Figure 19. Liste des diff e ts io at iau  o pati les ave  l’i g ie ie a tilagi euse, d’ap s 

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 

p ot ogl a es C . E fi  l’i u ohisto hi ie et e  vide e la p se e de ollag e de t pe II 

D , d’ap s Ya g Ya g et al., . 

 

Figure 21. Tiré du chapitre « immunité à médiation cellulaire » du la o atoi e d’i u ologie 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 a tilage pulv is  à l’azote liquide, au pilon et au mortier puis tamisée à 750µm. 

 

Figure 24. Photo o t a t la sou is e do ie, hez ui j’i s e u  f ag e t de a tilage atif de po  

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 

e suite e is e  pla e et sutu  pa  du P ol e / . F. L’aspe t e  fi  d’i te ve tio  est u  zig-zag sur 

toute la hauteu  de l’o eille o espo da t au   d fe ts. 

 

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 ap s ha ue tape de d ellula isatio  ap s digestio  du a tilage, 

e t a tio  de l’ADN et dosage pa  pi od op. 

 

Figure 28. Marquage au Hoetsch qui confirme l’a se e de o au ellulai e e  fi  de p oto ole de 

décellularisation. 

 

Figure 29. Etude de la ig atio  de l’ADN su  gel d’aga ose. A la fi  de l’ tape  o  e et ouve au u  

f ag e t d’ADN de plus de  pai es de ases. 

 

Figure 30. Coloration HE du cartilage ap s ha ue tape de d ellula isatio . L’i te sit  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 

jus u’à la de i e tape, ave  toujou s et effet e o d. 

 

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

di i utio  p og essive de l’i te sit  de la olo atio  o espo da t à la di i utio  p og essive de la 

quantité de GAG. 

 

Figure 34. Dosage de l’ lasti e ap s ha ue tape de d ellula isatio  pa  le kit Fastin. 

 

Figure 35. La olo atio  à l’o i e etta t e  vide e les fi es d’ lasti e et ouve u e di i utio  

p og essive de l’i te sit  de la olo atio  o espo da t à la di i utio  p og essive de la ua tit  

d’ lasti e. 

 

Figure 36. Coloration HE de ultu e de ho d o tes hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate 

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

 

Figure 37. Colo atio  HE de ultu e de CSMMO hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate avec et 

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

 

Figure 38. Colo atio  HE de ultu e de CPP hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  et sa s 

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’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  et J .   

 

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

d’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  et J .   

 

Figure 41. Colo atio  au leu al ia  de ultu e de CPP hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate 

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’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellularisé à J7, J14 et J21.   

 

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

d’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  et J .   

 

Figure 44. Coloration à la saf a i e O de ultu e de CPP hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate 

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

 

Figure 45. Colo atio  à l’o i e de ultu e de ho d o tes, CSMMO et CPP hu ai s i o po s dans 

des illes d’algi ate ave  adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  et J .  

 

Figure 46. IHC Col I de ultu e de ho d o tes hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

Figure 47. IHC Col I de ultu e de CSMMO hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

Figure 48. IHC Col I de culture de CPP humains incorporés da s des illes d’algi ate ave  adjo tio  

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

Figure 49. IHC Col II de ultu e de ho d o tes hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

Figure 50. IHC Col II de ultu e de CSMMO hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

Figure 51. IHC Col II de culture de CPP humains incorpor s da s des illes d’algi ate ave  adjo tio  

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’algi ate ave  adjo tio  de poud e de a tilage 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 CD . La o ditio   est la ille d’algi ate et poud e, la o ditio   l’algi ate 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 o ditio   est la ille d’algi ate et 

poud e, la o ditio   l’algi ate et la o ditio   la poud e. O  et ouve gale e t u e a se e 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. E e ple de sultats o te us pou  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. Ta leau de la esu e opti ue des ELISA de l’Il-10. 

 

Figure 64. N ose d’u e h i-oreille à J4, en rapport avec une lésion de l’a t e e t ale de l’o eille 

au cours de la chirurgie. 

 

Figure 65. Chi u gie de defe t sa s e o st u tio . O  voit ie  l’i te uptio  du a tilage sa s o-

tissu cartilagineux entre les deux. 

 

Figure 66. Chirurgie de defect et reconstruction par une bille d’algi ate ave  ellules p i ho d ales 

de lapi . O  o se ve l’algi ate ais pas de o a tilage. 

 

Figure 67. Co le e t du d fe t pa  u e ille d’algi ate ave  de la poud e de a tilage d ellula is . 

On retrouve cette poudre au niveau du défect cartilagineux. 

 

Figure 68. Co le e t du defe t pa  u e ille o pos e d’algi ate, de ellules p i ho d ales 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 

o au  e  violet alo s u’ils e so t pas visi les da s les o ditio s  et d . 
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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 

u e a se e de olo atio  à la saf a i e O. O  peut pe se  u’u e partie des billes se sont alors 

résorbées, aussi bien dans les billes avec cellules – algi ate et poud e a , u’ave  la poud e et 

l’agi ate  ou e o e les ellules et l’algi ate .   

 

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. Ag a disse e t , . De e u’e  o o ie, e  h po ie, u e olo atio  des o au  est 

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

 

Figure 77. Photo de l’a ti le de Cao e  . O  et ouve u e o eille e pa  i g ie ie a tilagi euse 

au iveau du dos d’u e sou is ude Cao et al., . 

 

Figure 78. Représentation du moule en or 24 ca ats utilis s da s l’ tude de Ka il et al . 

 

Figure 79. La photo e  haut à gau he o t e l’i je tio  des ho d o tes + s u  au iveau 

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

montre le cartilage , ap s  ois au iveau a do i al. Les photos du as o t e t l’aspe t 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 

op atoi e à savoi  l’ l vatio  au i ulai e Ya aga et al.,  

 

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’ap s Ya aga, l’ tude histologi ue de so  i pla t o pos  de ho d o tes et de s u  

et laissé 6 mois au niveau abdominal retrouve du néo- a tilage NC  e tou  d’u  o-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’i g ie ie a tilagi euse Zhou et al., . 

 

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

p oto ole d’i g ie ie a tilagi euse Zhou et al. .  

 

Figure 86. Moulage alis  da s le se vi e de Chi u gie a illofa iale du CHU de Cae  ave  l’aide du 
Laboratoi e Mate ialise. Le oulage a e suite se vi de ase pou  la o fe tio  d’u e o eille e  
alginate 3% polymérisé par une solution de chlorure de calcium 100mM pendant 20 min au sein du 

laboratoire Bioconnect. 

 

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

décoloration des tissus après décellularisation. 

 

Figure 88. Photos de l’a asto ose et de la evas ula isatio  au i ulai e Duisit et al., . 

 

Figure 89. Photos de la d ellula isatio  de l’o eille humaine prélevée sur cadavre frais (Duisit et al., 

2017). 

 

Figure 90. Dosage de la ua tit  d’ADN su  du tissu uta , a tilagi eu  et adipeu  Duisit et al., 

2018) 

 

Figure 91. Dosage du ollag e, de l’ lasti e et des GAGs da s les diff e ts tissus atifs et 

d ellula is s o posa ts l’o eille Duisit et al., . 

 

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 : ellules p u seu s p i ho d ales d’o igi e hu ai e 

CSM: cellules souches mésenchymateuses 

CSMMOh : ellules sou hes se h ateuses de oelle osseuse d’o igine 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’h po ie 

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: se u  de eau 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’o eille e te e dans le cadre de pertes de substance plus ou moins étendues. 

E  effet, l’o eille e te e p se te u e fo e pa ti uli e, at pi ue, a e  de o eu  

reliefs et aspérités et également des propriétés élastiques importantes. 

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

d’ « apparence » et de « beau » ’o t ja ais eu auta t d’i po ta e.  

Pe d e u e o eille a ide telle e t, ou a oi  u e ag sie d’o eille a alo s des 

conséquences non négligeables, notamment sur le plan social. 

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

reconstruction à partir de greffe costale, la ise e  pla e d’i pla t s th ti ue sous uta  

ou e o e le po t d’u e pith se i pla to-portée. 

Cependant ces tech i ues p se te t toutes des i o ie ts et ’est pou  ela ue se 

développent des od les d’otopoï se à partir de l’i g ie ie tissulai e de a tilage. 

 

 

A- L’o eille 

 

L’o eille est l’o ga e de l’auditio . C’est u  o ga e pai , s t i ue, situ  su  les parties 

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

a i e de l’a ti ulatio  te po o-mandibulaire et de la loge parotidienne.  

Elle est composée de trois parties : l’o eille i te e, l’o eille o e e et l’o eille externe. 

L’o eille e te e, elle-même comprend deux parties, le pavillon qui a pour rôle de recueillir 

les ondes sonores et le conduit auditif externe, ui les t a s et au  osselets de l’o eille 

moyenne via le tympan. Celles-ci sont ensuite transmises à l’o eille i te e et au  oies 

nerveuses acoustiques et vestibulaires.  

Mais au-delà de sa fo tio  d’a plifi ation des ondes sonores et dans le contexte de notre 

so i t  a tuelle où l’appa e e est p i o diale, le pa illo  de l’o eille joue aussi et su tout 

u  ôle esth ti ue i po ta t. P eu e e  est le o e d’otoplastie pou  o eilles d oll es 

qui sont quotidiennement pratiquées.                           
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Figure 1. La situatio  a ato i ue de l’o eille est e t e la gio  pa otidie e et l’a ti ulatio  

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

En arrière on retrouve la région mastoïdienne et le o he  appa te a t à l’os te po al.  

 

1) Anatomie 

 

L’o eille e te e est composée du pa illo  de l’o eille et du o duit auditif e te e. 

Nous ous i t esso s da s e t a ail u i ue e t au pa illo  de l’o eille. 

Le pa illo  a la fo e d’u  o et a ousti ue desti  à e ueilli  les o des so o es et à les 

diriger vers le conduit auditif e te e. Cette fo tio  est epe da t e  ou s d’i olutio  

da s l’esp e hu ai e. E  effet, elle tait utile et do  plus d elopp e lo s ue os 

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

e t ieu es. Aujou d’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 fa e a t ieu e p se te à la p iph ie, u e saillie ou l e, o a e e s l’a a t, faisa t le 

tour de la face externe du pavillon : l’hélix. Celui- i s’i s e e  a a t ia 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 d it u e d p essio  appel e fossette de l’a th li  ou fossette 

triangulaire. E t e l’h li  et l’a th li , o  et ou e u  sillo  u ilig e, la goutti e de l’h li  

ou scapha. La pa tie a t ieu e de l’o eille e te e est a u e pa  u  elief t iangulaire 

appelé tragus, ui o espo d à la pa tie la plus a t ieu e de l’o eille e te e. 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 écha u e i te t agie e. E t e l’a th li  

et le tragus, une dépression profonde, la conque, est d ite, au fo d de la uelle s’ou e le 

o duit auditif e te e. La a i e de l’h li  di ise la o ue e  deu  : une partie supéro-

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

 

                                     

 

Figure 2 : Fa e e te e d’o eille e te e. D’ap s Rouvi e. O  et ouve les différents reliefs 

du pavillo  de l’o eille : le t agus, l’a tit agus, l’h li , l’a th li , la o ue et le lo ule. 
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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 

 

E fi  la i o f e e est fo e e  haut et e  a i e pa  l’h li , e  as pa  le o d li e du 

lobule et en avant par le tragus. 

 

 

2) Vascularisation et innervation 

 

a) Vascularisation (fig 3) 

 

La as ula isatio  de l’o eille e te e p o ie t de a hes de l’a t e a otide e te e. 

L’a t e te po ale supe fi ielle, u e des deu  a hes te i ales de l’a t e a otide 

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

lobule et la partie antérieure de l’h li  ta dis ue da s le e te ps, l’a t e au i ulai e 

post ieu e, a he ollat ale de l’a t e a otide e te e, as ula ise les /  post ieu s 

du pavillon : l’h li , l’a th li , la fossette t ia gulai e, le s apha et la pa tie post ieu e 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. 

 



29 

 

                                

 

Figure 3. Vas ula isatio  du pavillo  de l’oreille. La vascularisation artérielle est assurée par 

les a hes de deu  a t es, l’a t e au i ulai e post ieu e et l’a t e te po ale 

superficielle, provena t toutes les deu  de l’a t e a otide e te e, d’ap s l’Encyclopédie 

Médico-Chirurgicale. 

 

b) Innervation  

 

L’i e atio  se siti e est t iple : 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 ant ieu e de l’h li  et le t agus et e fi , le e f au i ulo-temporal,  

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

a t ieu e de l’a th li . 

 

L’i e atio  ot i e est assu e par une branche du nerf facial (VII). Elle permet la 

contraction des muscles au i ulai es ui so t at ophi s hez l’ho e. 

 

 

 

 

 

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

 

Le pa illo  de l’o eille est o pos , de la supe fi ie e s la p ofo deu , du e te e t 

uta , d’u  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 

do  au a tilage et il ’  a pas de tissu sous uta . Le tissu sous uta  est p se t et fi  

sur la face postérieure du pavillon. 

 

 

4) Le cartilage auriculaire (fig 4) 

 

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

pa ti ula it  d’ t e u  a tilage lasti ue. Il est directement sous cutanée et est recouvert de 

so  p i ho d e. Le a tilage au i ulai e ’a pas de as ula isatio  i d’i e atio , 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’I stitut Ke ed , U ive sit  of O fo d  

a) Le chondrocyte auriculaire  

 

C’est u e ellule o o u l ai e d i e i itiale e t des fi o lastes du p i ho d e ui  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’agg a e, et est se si le 

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

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

gl osa i ogl a es et ai si apte , ete i  l’eau da s la MEC Melga ejo-Ramirez et al., 

2016). 

E fi , es ho d o tes s th tise t de l’ lasti e ui o f e au a tilage au i ulai e so  

caractère élastique et flexible. 

 

 

b) La matrice extra cellulaire (MEC) 

 

La at i e e t a ellulai e MEC  est o pos e d’u  seau 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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E fi , e t e les fi es d’ lasti e fig , des p ot ogl a es PGA  et de l’a ide h alu o i ue 

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

 

               

 

 

           

Figure 5. Coupe histologi ue etta t e  vide e le seau d’ lasti e pa ti e  fi es (Keith 

et al., 1977). 

 

 

c) Le périchondre  

 

Il est présent autour des pièces de cartilage. Il se dispose sous la fo e d’u  tissu o jo tif 

d’ paisseu  a ia le e  o e e μ . Il e glo e tous les t pes de a tilage sauf 

l’a ti ulai e. 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 peu e t t e d’o igi e di e ses. Les plus f ue e t 

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 oi s totales. Elles peu e t t e isol es ou e t e  da s le ad e d’u  s d o e 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 

Asiati ues, les A i ai s et les A dai s, e ui laisse t lai e e t p sage  d’u  ôle de 

l’e i o e e t Lu uetti et al., 2012). Il existe différentes classifications des microties.  

U e p e i e lassifi atio  e  fo tio  de l’ te due de la pe te de su sta es. Elles sont 

classées selon trois grades : 

• G ade I : alfo atio  i eu e du pa illo  a e  u e o eille plus petite, ais présence de 

toutes les structu es de l’o eille e te e. 

• G ade II : toutes les st u tu es de l’o eille externe sont présentes, mais un manque de tissu 

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

• G ade III : p se e de uel ues st u tu es, oi e a se e totale d’ l e ts 

e o aissa les de l’o eille e te e ou a otie. 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. 

- E fi  il e iste des fo es at pi ues ui ’e t e pas da s ette lassifi atio . 

 

 

2) Les étiologies carcinologiques 

 

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

a o s du soleil. C’est do  logi ue e t u’elles so t le si ge de a i o es h lio-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 ez ep se te . % des CBC Betti a d al., . C’est la lo alisatio  

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 

aso ellulai e ’a pas d’ag essi it  pa ti uli e, sauf e eptio  du a i o e 

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 aso ellulai es d’ap s Stau  et al 

(2008). 

 

 

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

d’e i o  /  pa  a  e  F a e. 

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 

spi o ellulai es  d’ap s Staub et al (2008) 

 

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

so t eau oup plus ag essi es et so t à l’o igi e de % des d s pa  a e  uta e Patel 

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

O’B ie  et al., . L’i ide e du la o e de l’o eille e te e est de , / 000 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 pe tes de su sta e de l’o eille e te e sont très fréquentes. On 

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

o te te d’al oolisatio  (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 pe te de su sta e de l’h li  d’Eva de  Hol field lo s 

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

 

Les ûlu es so t gale e t pou o euses de dest u tio s d’o eille fig . E  effet, la peau 

étant fine, le cartilage est rapidement exposé. Celui- i ’ ta t pas as ula is , sa su ie 

essite u  e fouisse e t. O  si le tissu uta  lo al est t op attei t, u  la eau ’est pas 

possi le et la seule solutio  est alo s l’e se du a tilage e pos , et e, afi  de p e i  le 

risque de chondrite. 

                                                  

 

Figure 10. Vue de fa e d’u e o eille ûl e et i at is e. O  et ouve u e pe te de su sta e 

au iveau de la pa tie sup ieu e de l’h li , d’ap s Fi i  et Ma ha  (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, da s ot e so i t  a tuelle, l’i age de soi et elle ue les autres nous renvoie 

est de plus en plus importante, il ’  a u’à oute  les dis ussio s des e fa ts au oll ge 

pou  s’e  e d e o pte. 

A e  le te ps et l’ olutio  de la so i t , le ôle esth ti ue de l’o eille e te e est plus 

i po ta t ue sa fo tio alit . E  effet, elle fait pa tie i t g a te de l’ha o ie du isage 

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

esth ti ue et d’affi atio  de sa personnalité. 

Lo s ue l’o  e te d les uoli ets ue les jeu es e fa ts peu e t su i  lo s u’ils o t les 

o eilles d oll es et le o e i po ta t d’i te e tio s hi u gi ales t pe otoplastie 

réalisée, on comprend que les malformations auriculaires aient des répercussions 

ps hologi ues et so iales i po ta te, p i ipale e t hez les e fa ts, p iode où l’ide tit  

se dessi e et l’i age de soi si i po ta te. 

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 

o t ôle de  pe so es sa s a o alies. Les patie ts po teu s d’a o alies fa iales 

o g itales o t u e te da e d p essi e et d’a i t  plus le e hez, pa  appo t 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 s ptô es d’a i t  et de d p essio  hez % de es 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 ue les p o l es so iau  et l’ag essi it  so t sig ifi ati e e t 

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

ue la d p essio , 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 

tenda e d p essi e plus i po ta te. E fi , les es d’e fa ts po teu s de i otie o t 

gale e t u e te da e à l’a i t  et la d p essio  Li et al., ). 

 

Les e fa ts d eloppe t u e o s ie e de soi et de leu  diff e e d s l’âge de  – 4 ans. 

Il a ét  d it ue du a t l’ ole p i ai e, les e fa ts po teu s de i oties jouaie t oi s 

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 

pau es et so t plus sou e t i ti es de o ue ies, de agots ou d’i ti idatio .  

 

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

d’op e  les e fa ts a a t l’e t e à l’ ole. E  fo tio  des te h i ues utilis es, l’âge de 

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

a a t l’e t e à l’ ole p i ai e. D’aut es auteu s Nagata et al., a, , , 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 

elatio s so iales. Les e fa ts d i e t oi s d’a i t , d’ otio s gati es et d’id es 

oi es ap s la e o st u tio  u’a a t. Les patie ts les plus âges p se te t u  s o e 

d’a i t  et de d p essio  a lio  ap s hi u gie a e  gale e t u e a lio atio  des 

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

e o st u tio  hi u gi ale seule ’est pa fois pas suffisa te pou  a lio e  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’o eille à e o st ui e. Les p e i es ôtes flotta tes so t s ulpt es, puis asse l es e  

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 

te ps est o sa  au d olle e t de l’o eille. U  e ou e e t pa  u e g effe 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 ’est su tout i gt a s plus ta d ue Nagata p se te so  p oto ole de p ise e  ha ge 

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 a a tage u e di i utio  du o e d’a esth sies pou  le patie t 

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, d  et ’est su  e p oto ole ue les 

reconstructions par greffe costale actuelles sont basées. 

E  F a e, F a çoise Fi i  p ati ue gale e t la plupa t de ses e o st u tio s d’o eille e  

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 e fi  d olle  l’o eille e o st uite e  a t le sillo  et o au i ulai e. 

 

 

 

 

Figure 11. P l ve e t ostal et s ulptu e de la a uette au i ulai e d’ap s Fi i  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 lassi ue e t e o a d  pou  ette e o st u tio  est e t e  et  a s. E  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’u e i otie ava t la e o st u tio  a . Ap s e o st u tio  e  deu  

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 12  lo s u’elle est p ati u e 

par des chirurgiens expérimentés. Cependant elle présente également quelques 

inconvénients : le o e d’i te e tio   ui a alg  tout di i u  depuis l’a e e t 

de la technique de Nagata, l’aspe t pais et igide de la o-o eille, et e fi  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 u  aspe t d’o eille fig e et aide e o e plus i po ta t ou e o e de so ptio  plus 

ou moi s i po ta te ui d fo e l’aspe t de l’o eille (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 nota e t disse tio  d’u  la eau de fas ia te po al 

e t  su  l’a t e te po ale supe fi ielle. Ce la eau a pe ett e de ou i  l’i pla t 

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

de fascia est posé sur l’i pla t puis g eff  pa  u  g effe de peau totale p le  au i eau 

i gui al. U  d ai age pa  aspi atio  pe et d’appli ue  les g effes de peau su  le la eau 

de fascia temporal et favorise ainsi leur prise et leur néovascularisation (fig 14).         
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Figure 14. Disse tio  d’u  la eau de fas ia te po al supe fi iel vas ula is  pa  le seau 

te po al supe fi iel. L’i pla t est e suite is e  pla e au iveau du site e eveu  et est 

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

totale p lev e au iveau i gui al et u  s st e de d ai age aspi atif pe et l’appli atio  

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 

ps hologi ues et so iales. E  effet, l’o eille attei t % de sa taille adulte à ,5 ans. 

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

a tilage ostal ’est pas e o e assez i po ta te et do  e ds i possi le la 

reconstruction par greffe costale précoce. 

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

hi u gi ale o t e  à  ois d’i te alle pou  les g effes ostales  et ette 

intervention se fait en chirurgie ambulatoire. 

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

fonctionnelle (douleu  à l’i spi atio  e  post op atoi e  
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- U e ou e d’app e tissage plus apide ue pou  la e o st u tio  pa  autog effe 

costale. 

N a oi s, l’i pla t e  pol th l e po eu  est oi s ie  tol  ue le a tilage ostal et 

sa couverture totale par le lambeau de fas ia te po al supe fi iel est le ga a t d’u  sultat 

satisfaisa t. Les o pli atio s so t les e positio s de l’i pla t et les su i fe tio s et da s e 

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

secondaires so t d its o e des ptoses du at iel ui peu e t d g ade  l’a atio  de 

l’o eille o e e pa  o tu atio  pa tielle du o duit auditif e te e. Des as de f a tu es de 

l’i pla t o t gale e t t  appo t es Le i , . E fi , si le p l e e t 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 lors ue la hi u gie ’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-i di ue l’a esth sie 

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 pe ett e l’ost o-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 i dispe sa le afi  de s’assu e  de l’ paisseu  de l’os. Le se o d te ps pe et la ise e  

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

e i te e tio  si le patie t ’a pas d’a t de t d’i adiatio , e  fo tio  de la de sit  

osseuse (personne âgée ou enfant). Dans le cas inverse, il faut attendre 3-  ois d’ost o-

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 

pith se su  esu e e  fo tio  de la taille, la ouleu , la fo e de l’o eille o t olat ale. 

L’ pith se est fai e e  sili o e 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. Lo s ue les soi s e so t pas opti au , l’ost o-intégration des implants ne se fait 

pas et la mise en charge est alors impossible. 

 

 

 

 

Figure 15. Cas du D  Fi i  ui o de l’i t t de l’ pith se au i ulai e lo s u’il ’  a pas de 

possibilité cutanée de recouvrement de la maquette cartilagineuse. 

 

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

i o ie ts. Da s e o te te, la pla e de l’i g ie ie tissulai e pou  le a tilage 

auriculaire prend alors tout son sens. 
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D-  L’appo t de l’i g ie ie a tilagi euse  

 

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 : I g die ts i dispe sa les à l’i g ie ie tissulai e, issu de O’B ie ,  

 

Dans le contexte de l’i g ie ie a tilagi euse, elle doit permettre de construire un tissu 

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

fa i atio  d’u e at i e e t a ellulai e a o da te et sp ifi ue : 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. E  effet, la e o st u tio  d’u e o eille essite un nombre important de 
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ellules, de l’o d e de  à  illio s. 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. P o d s d’i g ie ie tissulai e, d’ap s Va a ti et La ge   

 

 

Da s la litt atu e, o  et ou e plusieu s t pes ellulai es utilis s pou  l’i g ie ie de 

a tilage de l’o eille. 

 

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 

ellules peut t e l’o eille o t olat ale, au o e  d’u e i isio  t o au i ulai e et d’u  

prélèvement de conque. L’isole e t des ellules au sei  du a tilage se fait ais e t pa  

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 



49 

 

sont soumis à un « effet passage », et donc à une dé-différenciation avec une perte 

p og essi e de leu  ph ot pe ho d og i ue au p ofit d’u  ph ot pe plutôt 

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

du ollag e II et de l’agg a e Saadeh et al.,  ; 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 

o pa a les au  ho d o tes de l’o eille o t olat ale 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 

p l e e t p se te l’a a tage de e pas laisse  de s uelles esth ti ues i fo tio elles 

(Kafienah et al., 2002).  

Ful o a d’ailleu s pu li  es 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 

ollag e de t pe II et d’agg a e ais il ’a pas de do es su  l’ lasti e ui est sp ifi ue 

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’agg a e Zha g a d Spe to , . 

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 classi ue e t ad is u’u e e pa sio  e  deu  

dimensions trop importantes avec de trop nombreux passages favorise la dédifférenciation 

ho d o tai e. Il faut do  s’assu e  de l’a se e de pe te du ph ot pe 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 

ho d og i ue des ho d o tes a ti ulai es d’u  ôt  et des ho d o tes au i ulai es de 

l’aut e puis les o t i pla t s hez la sou is ude. Ap s  ois, les ellules ont créé leur 

propre matrice cartilagineuse et les caractéristiques biochimiques de ces deux matrices 

taie t p o hes ota e t la ua tit  de GAG et d’ lasti e ui e et ou ait pas de 

différence significative. 

 

 

e) Les cellules souches 

 

Une autre appro he pou  soud e la diffi ult  d’o te i  u  se oi  de ellules est 

l’utilisatio  de ellules sou hes. Celles- i so t d fi ies pa  leu s p op i t s d’auto-

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

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

p olif e  jus u’à la e g atio . Elles so t p se tes da s di e s t pes de tissus adultes : 

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

s o iale, li uide s o ial, us les et te do s, tissu fœtal, pla e ta et du s st e 

as ulai e. Elles peu e t se diff e ie  e  ellules d’o igi e sode i ue : ost o lastes, 
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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 sou e t utilis es da s le ad e de l’i g ie ie a tilagi euse 

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 e o e les ellules sou hes d’o igi e de tai e Fe a des 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 da s u  e ilieu. Da s ot e o te te, l’id e de la o-

culture est que le « réservoir » de ho d o tes au i ulai es est li it  et l’e pa sio  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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ph ot pe ais o t esoi  d’u  ilieu adapt , p o-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 fo atio  d’auta t de a tilage u’u e ultu e de 

chondrocytes « classiques » (Pleumeekers et al., 2015) et p se te l’a a tage de e pas 

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

souches mésenchymateuses de moelle osseuse de chèvre avec des chondrocytes 

au i ulai es hu ai s pe et d’o te i  u e ua tit  suffisa te de ellules e  ue d’u e 

e o st u tio  d’o eille pa  i g ie ie a tilagi euse, les ho d o tes ta t p o oteu  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 d fi itio  d’u  

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’B ie ,  ; Collins and 

Birkinshaw, 2013) : 

- Leu  su fa e doit pe ett e l’adh sio , la oissa e et la diff e iatio  ellulai e 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 a oi  des p op i t s a i ues suffisa tes pou  l’i t g atio  ellulai e 

jus u’au p o essus de e odelage. 
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- Sa po osit  doit t e suffisa te pou  fa o ise  l’adh sio  ellulai e et la s th se 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 pol es atu els d’o igi e iologi ue et les io at iau  d ellula is s at i es 

décellularisées).   

 

 

Figure 19. Liste des diff e ts io at iau  o pati les ave  l’i g ie ie a tilagi euse, 

d’ap s Hais h, . 

 

a) Les polymères synthétiques 

 

Les polymères synthétiques tels ue l’a ide pol gl oli ue PGA , l’a ide pol la ti ue PLA  

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

l’a atu e au i ulai e hu ai e i  it o. Cepe da t, le sultat su  la ofo atio  du 

a tilage ’est pas satisfaisa t. Il e iste s st ati ue e t la fo atio  d’u  o-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 sy th se d’u  o 

a tilage de ualit . Chez la sou is ude, l’a atu e s th ti ue a te da e à se so e et à 
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pe d e sa fo e ap s  se ai es d’ tudes. Le at iau le plus sta le est le 

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

a e  le te ps Shieh et al., . Isogai et al. o t gale e t d o t , à pa ti  d’u  

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 o p e e t les h d ogels tels ue l’algi ate ou e o e les pol es de fi i e, l’a ide 

h alu o i ue, les ollag es, l’aga ose. 

Ils o t l’a a tage d’ t e all a les e ui pe et de fa ilite  les odelages des 

constru tio s e  fo e d’o eille.  

L’a ide h alu o i ue est u  gl osa i ogl a e atu elle e t p se t da s le a tilage. Il 

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

à l’i g ie ie a tilagi euse. De e fait, il a donc souvent été utilisé comme biomatériau dans 

le ad e de l’i g ie ie a tilagi euse Colli s a d Bi ki sha , . 

L’algi ate p se te gale e t des ualit s e ui e  fait u  io at iau utilis  de a i e 

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

ellulai es ulti es da s l’algi ate Xu et al.,  ; 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’aga ose (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., 2013 , d’aga ose 

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

 

c) Les matrices décellularisées  

 

Depuis le début des a es  et l’a e e t de l’i g ie ie tissulai e, les at i es 

décellularisées se sont progressi e e t d elopp es.  Elles s’o tie e t e  d ellula isa t 

u  tissu, ’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 

at i e d ellula is e est le suppo t id al à la e ellula isatio  pa  des ellules de l’hôte. 

L’a a tage de es at i es est u’elles p se te t da s leu  o positio  les ol ules 

signal ti ues ui pe ette t d’o ie te  la diff e iatio  ellulai e. 

L’i po ta t est de alise  u e d ellula isatio  satisfaisa te afi  de e pas a oi  de a tio  

immunitaire qui dégraderait le biomatériau et donc le tissu. 

 

 

4) Les facteurs pro-chondrogéniques 

 

Afin de fa o ise  l’e pa sio  des ho d o tes tout e  ai te a t leu  ph ot pe, il est 

classiquement utilisé des facteurs pro- ho d og i ues u’ils soie t io hi i ues 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-β  est u  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 

a a oli ue puissa t puis u’il aug e te le d pôt et la réparation de la matrice extra 

ellulai e e  fa o isa t la s th se de ollag e de t pe II et d’agg a es 

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

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-β . 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 ou s de l’e ologie, 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’I suli -like Growth Factor (IGF) est également un facteur de croissance qui 

ressemble à l’ho o e de croissance et dont le rôle physiologique est de stimuler la 

croissance des cartilages de conjugaison par une stimulation des chondrocytes déjà 

diff e i s. L’IGF fa o ise do  la ultipli atio  des ho d o tes Youssef et al., 

2017). Plusieurs études o t o t  ue 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’H po ie.  

L’h po ie joue u  ôle u ial da s la ho d oge se. Il fa o ise l’e p essio  et la s th se 

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’h po ie sti ule gale e t la s th se du facteur de transcription Hypoxia-Inducible-

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

d’i hi e  la s th se de ollag e de t pe I et III et fa o ise la s th se de ollag e de t pe 

II et d’agg a es lo s de la re-différentiation chondrogénique (Duval et al., 2009 ; 2016). 

E fi , lo s de la ise e  pla e hez la sou is ude, les illes d’algi ate ulti es e  h po ie 

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 

ph ot pe a tilagi eu  lo s u’ils taie t -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 appa u il  a u e i gtai e d’a e. Elle o siste en la 

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

e t a ellulai e et de l’utilise  o e io at iau, tout e  supp i a t les a tio s 

i u itai es de ejet dues à la p se e des ellules et ota e t 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 
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préservant au maximum les protéines de la matrice extracellulaire qui sera utilisée par la 

suite. 

Cette te h i ue pe et de et ou e  les a a tages d’u e « autogreffe », ’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’ uipe f a çaise d’Allai e et al. à p opos d’ao tes d ellula is es et t a spla t es de 

manière xenogénique (Allaire et al., 1997 .  Cepe da t le p oto ole de d ellula isatio  ’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 at i e e t a ellulai e o e les p ot ogl a es C . E fi  l’i u ohisto hi ie et 

en évidence la prése e de ollag e de t pe II D , d’ap s Ya g Ya g et al., . 

 

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

à pa ti  d’u  t aite e t hi i ue SDS, a ide pe a ti ue , ph si ue solutio  h poto i ue, 

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 littératu e s’a o de à espe te  t ois it es ui sig e t u e d ellula isatio  

de qualité (Crapo et al, 2011). Dans le tissu décellularisé, il faut que : 
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- La ua tit  d’ADN soit i f ieu e à g pa  g de tissu se . 

- La lo gueu  des f ag e ts d’ADN esta t doit être inférieure à 200 paires de bases. 

- La olo atio  à l’H ato li e – éosine (HE) ou 4,6 diamidino-2-phenylindole (DAPI) 

ne doit pas retrouver de noyaux cellulaires. 

 

Ces t ois it es espe t s pe ette t d’o te i  u e at i e d ellula is e ui e 

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’o je tif ta t toujou s le e, late  les ellules et f ag e te  l’ADN tout e  p se a t 

la matrice au maximum. 

L’effi a it  de la d ellula isatio  d pe d de la te h i ue utilis e, de la o e t atio  du 

p oduit, de so  ode d’a tio , de la du e de ise e  o ta t ais gale e t de la de sit  

cellulai e i itiale, de so  paisseu  et de sa o positio  lipides, p ot i es… . 

 

a) Chimique 

 

Plusieu s fa illes d’age ts hi i ues so t utilis es. Les a ides ou ases a ide pe a ti ue  

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 

utilis e , soit pe fus  ota e t s’il s’agit d’u  o ga e e tie  Duisit et al., . U e 

agitation est souvent asso i e afi  d’o te i  u e ho og it  des o e t atio s du 

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

a i ue, de supp i e  les sidus d’ADN et ellulai es 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’agitatio , pa  so  a tio  pu e e t a i ue, pe et de f agilise  et o p e les 

membranes cellulaires. Cette technique est sou e t utilis e e  o pl e t d’aut es 

t aite e ts u’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’aut es e z es, telles ue l’ lastase, la p o ase, la h alu o idase, la ollag ase, la 

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

satisfaisants. 

Ce u’il faut etenir, ’est ue le t aite e t e z ati ue est a e e t utilis  de a i e 

isolée ais plutôt o e u e tape d’u  p oto ole o p e a t des age ts hi i ues et 

physiques. 

 

 

F- Les réactions immunitaires 

 

Lo s de l’i t odu tio  d’u  o ps t a ge  au sei  de l’o ga is e, u e a tio  de d fe se a 

se mettre en place. Initialement, les cellules présentat i es d’a tig es jouent le rôle 

d’a ti atio  des l pho tes. O  a alo s oi  deu  po ses possi les, sou e t oppos es 

l’u e à l’aut e, e  fo tio  des diateu s s t s. Il s’agit de la po se Th  avec sécrétion 

d’i te f o  γ (IFN-γ  sti ula t de a i e p po d a te l’i u it  ellulai e, 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, a e  s tio  d’i te leuki es IL-4, IL-5, IL-

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

l’i u it  hu o ale. 
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1) La réponse Th1 

 

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

pa ti uli e, l’IFN-γ. Cette toki e appartient à la grande famille des interférons (IFN), dont 

l’a tio  p i ipale est d’i te f e  su  la pli atio  i ale, ais 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 e ute e t des l pho tes Th  pe et d’aug e te  la 

p odu tio  d’IFN-γ de a i e lo al afi  d’assu e  u e a ti atio  des a ophages e  

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

réponse à une agression, les a ophages so t gale e t apa les de p odui e de l’IFN-γ 

(Fenton et al., 1997). 

La pola isatio  des a ophages e  ph ot pe M  pa  l’IFN-γ sulte de l’a ti atio  de oies 

de sig alisatio  i t a ellulai e ui o duise t à l’e p essio  de g es sp ifi ues impliqués 

da s l’a ti it  p o-inflammatoire des macrophages. L’IFN-γ sti ule 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 

majo itai e d’IL-4, IL-5 et IL-10. Ces i te leuki es ’a ti e t pas les a ophages M  

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

l’i u o gulatio , la appa itio  tissulai e et le e odelage Les lymphocytes Th2 

soutie e t la diff e tiatio  des l pho tes B pou  la p odu tio  d’a ti o ps. Les 

a ophages M  p oduise t des tau  le s d’Il-10 et de TGF-β et i hi e les toki es p o-

i fla atoi es. Ils fa o ise t gale e t l’a gioge se et aug e te t le e odelage 

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 

utuelle e t a tago iste : l’IFN-α (la « signature » des Th1) bloque le développement des 

Th2 via l’i hi itio  de la p odu tio  d’IL-4 (« signature » des Th2) et réciproquement.  

 

 

 

Figure 21. Tiré du chapitre « immunité à médiation cellulaire » du la o atoi e d’i u ologie 

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 au  sig es de l’i fla atio  et ota e t de l’i flammation chronique. A 

contrario, les macrophages M2 sont anti-infla atoi es et p o eu e t l’i u o-

régulation, la réparation tissulaire et le remodelage.  

C’est do  ette se o de oie ue l’o  he he à o te i  lo s ue l’o  d ellula ise u  tissu 

da s le ad e d’u e og effe (Badylak et Gilbert, 2008). 

 

 

3) Le Gal-épitope  

 

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

esp es a i ales et a t ie es, à l’e eptio  de l’Ho e et des G a ds Si ges.  

L’Ho e et les G a ds Si ges ’e p i e t 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 

a tig es, ota e t au i eau i testi al, ia les a t ies, l’Ho e et les G a ds Si ges 

p oduise t u e ua tit  t s i po ta te d’a ti o ps a ti 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 

et ou e da s la i ulatio  s st i ue, u e aug e tatio  d’a ti o ps a ti-Gal pitope. S’il 

’  a pas de ejet aigu des al es po i es, il e iste a e  le te ps u e d g adatio  et u e 

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 pe sista e de f ag e ts d’ADN au sei  de io at iau ap s d ellula isatio  est 

impliquée dans les réactions inflammatoires chroniques dans le ad e d’appli atio  

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 io at iau da s le uel so t et ou s des i s d’ADN plus lo g 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’o je tif de e t a ail est de p opose  un biomatériau ayant des propriétés pro-

chondrogéniques développé à pa ti  d’u  tissu o iginel 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 a o s gale e t tudi  la a tio  i u itai e u’e ge d ait e io at iau, i  i o, 

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 ad e d’u  aut e protocole de recherche au Centre Universitaire des ressources 

Biologi ues de l’U i e sit  de Cae . A la fi  des a ipulatio s, le po elet tait sa ifi . 

Nous so es do  i te e us au o e t de la ise à o t de l’a i al. Les o eilles o t t  

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

 IU/ L de P i illi e,  μg/ L de St epto i e et μM de Cip oflo a i e . 

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 - °C jus u’à utilisatio . 

 

 

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 tait sui ie d’u e tape de la age à l’eau distill e, et le p oto ole se te i ait 

pa  u  la age da s u  g a d olu e d’eau distill e, sous agitatio  dou e, toute la uit e  

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 siduel 

 

1) Dosage d’a ides u l i ues  

 

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’e t a tio  tait effe tu e pa  la thode ph ol/ hlo ofo e/al ool 

isoa li ue. Le dosage tait e suite alis  pa  i od op The o S ie tifi TM, μD opTM 

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’aga ose 

 

Afi  d’ alue  la taille des f ag e ts d’ADN siduel, et e, ap s ha ue tape de la 

d ellula isatio , ous a o s alis  u  gel d’aga ose %, a e  d pôt des ha tillo s 

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 Cutti g Te pe atu e , u  op se a t, puis d oup  à μ  d’ paisseu  

au cryostat (Leica CM3050) et déposé sur lames chargées. Un marquage au Hoechst était 

alis  a a t o se atio  pa  i os opie à fluo es e e afi  de ifie  l’a se e de o au  

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 µ  d’ paisseu  au ostat Lei a CM S . 

Différentes colorations sont alors pratiquées. La coloration hématoxyline – éosine permet 

d’a oi  u e id e g ale du o po te e t de la at i e et des o au  lo s de la 

décellularisation, avec une coloratio  pa  l’h ato li e, 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’h ato li e. 

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 colo atio  à l’h ato li e.  

Enfin u e olo atio  pa  solutio  d’o i e et a plifi atio  pa  pe a ga ate de potassiu  

, % tait alis e afi  de ett e e  ide e les fi es d’ lasti e p op es au a tilage 

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 

g â e à des kits sp ifi ues. Le kit Si ol™ Bio olo , UK  pe et de dose  les ollag nes 

solu les et i solu les. Le kit Bl s a ™ Bio olo , UK  pe et ua t à lui de ua tifie  les 

gl osa i ogl a es. E fi  le kit Fasti ™ Bio olo , UK  ous e seig e su  la ua tit  

d’ lasti e. A a t l’utilisatio  de es kits, le f ag e t a tilagi eu  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 i od op The o S ie tifi TM, μD opTM et logi iel 

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  μg/ L de st epto i e . La suspe sio  ellulai e tait pa  la suite filt e 

da s u  ta is o te a t des po es de  μ , puis e t ifug e  i utes à  RPM. Le 

ulot tait e suite esuspe du da s u  ilieu d’e pa sio  lassi ue, DMEM o pl e t  et 
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mis en culture à 37°C avec 5% de CO2. Les changements de milieu étaient réalisés trois fois 

pa  se ai e jus u’à o flue e puis les ellules taie t o gel es da s de l’azote li uide 

jus u’à utilisatio . 

 

 

b) Obtention des cellules souches mésenchymateuses 

 

La moelle osseuse, obtenue par aspiration au niveau du fémur de patients ayant signé un 

fo ulai e de o se te e t e  a o d a e  le o it  lo al d’ thi ue CPP No d-Ouest III), a 

t  ep ise da s du PBS X a e   μM de ip oflo a i e, puis t a s as e su  un gradient de 

Fi oll. Ap s u e e t ifugatio  de  i utes à  g, l’a eau o te a t les o o tes 

tait p le  puis esuspe du da s du ilieu d’e pa sio  de CSM : α-MEM avec 10% de SVF, 

1 ng/mL de FGF-2, 200 mM de glutamine, 100 IU/mL de pénicilline et  μg/ L de 

streptomycine. Les changements de milieu ont été réalisés trois fois par semaine, hormis le 

p e ie  ha ge e t de ilieu effe tu  ap s i  jou s d’adh e e ellulai e. Les ellules 

ont été incubées à 37°C avec 5% de CO2. Elles ont été ulti es jus u’au ème passage puis 

o gel es da s de l’azote li uide jus u’à utilisatio . 

 

 

c) Obtention de cellules de périchondre humain 

 

Ap s da tio  d’u e de a de au Co it  de P ote tio  des Pe so es et a e  l’a o d 

di e teu  de l’Espa e R gio al de Réflexion Ethique de Caen et le chef du laboratoire 

d’A ato ie de l’UFR de de i e de Cae  ous a o s alis  des p l e e ts de 

périchondre conqual sur patients décédés dans le cadre du don du corps à la science. Les 

prélèvements ont été réalisés au sei  de l’u it  di o-judiciaire qui recevait les corps, de 

façon stérile via une incision retro-auriculaire, en veillant à ne pas déformer les reliefs 

au i ulai es. L’i isio  tait sutu e pa  u  su jet et le o ps t a sf s au la o atoi e 

d’A ato ie. Le prélèvement était par la suite transporté dans du PBS 1X avec 500 IU/mL de 

p i illi e,  μg/ L de st epto i e et μL/ L de Cip oflo a i e, puis la   fois da s 

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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p oduit de digestio  tait e suite filt  da s u  ta is o po ta t des po es de μ , 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 

a tilage d ellula is . Malheu euse e t, es te h i ues ’o t pas pe is d’o te i  de 

recellularisation satisfaisante. Nous avons donc opté pour la pulvérisation de notre cartilage 

décellularisé, ce qui a permis d’o te i  u  appo t de a tilage d ellula is  ho og e. La 

pul isatio  s’est faite da s de l’azote li uide a e  pilo  et o tie . La poud e o te ue 

tait pa  la suite ta is e à  μ . 
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Figure 23. Photo du a tilage pulv is  à l’azote li uide, au pilo  et au o tie  puis ta is e à 

750µm. 

 

b) Fa i atio  des illes à pa ti  d’algi ate et de poudre 

 

Pou  la alisatio  du gel d’algi ate, ap s plusieu s essais à o e t atio s diff e tes, ous 

a o s hoisi u e solutio  d’algi ate à % dissout sous agitatio  a e  a eau ag ti ue 

dans du DMEM complémenté (10% SVF, 100 IU/mL de pénicilli e et  μg/ L de 

st epto i e  jus u’à ho og isatio . Cette o e t atio  pe ettait u e sista e 

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 

l e ts o u s : gel d’algi ate % a e  des ellules ho d o tes po i s, CSM hu ai es 

ou cellules progénitrices périchondrales porcines) et avec ou sans poudre décellularisée de 

at i e e t a ellulai e de a tilage au i ulai e po i . Des illes d’algi ate a e  poud e 

décellularisée mais sans cellules ont été réalisées comme contrôle négatif.  

Pou  ha ue o ditio , o  ajoutait au gel d’algi ate, sous agitatio  agnétique et en 

fo tio  des o ditio s, la poud e d ellula is e ta is e à  μ  à hauteu  de g pa  

mL. Puis les populations cellulaires étaient ajoutées, pour une concentration cellulaire finale 

de 5 illio s de ellules / L. O  oulait  μL du la ge obtenu dans un moule semi-

sphérique en polypropylène transparent stérile qui était plongé dans un bain de CaCl2 à 

M st ile pe da t  i utes afi  d’o te i  u e sph e igide. Cha ue ille de µL 

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 ng/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 µ  d’ paisseu . 

Différentes colorations ont été réalisées : HE, Safranine O, bleu alcian et orcéine. 

 

 

e) Immunofluorescence 

 

Les oupes taie t fi es/pe a ilis es pa  i e sio  da s de l’a to e pou  le ollag e 

I et II) ou du tha ol pou  l’agg a e  puis i u es a e  u  a ti o ps pol lo al de lapi  

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 u’u  

marquage des noyaux par solution de Hoechst.  

 

F- Etude in vivo du potentiel de réaction immunitaire 

 

1) O je tif de l’expérimentation 

 

L’o je tif de ette e p i e tatio  a i ale tait l’ tude de la a tio  i u itai e 

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’u  poi t de ue lo al, e  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’i te leuki e 10 

plutôt e  fa eu  d’u e a tio  i fla atoi e et l’i te leuki e , e  appo t a e  u e 

réaction remodelante. 

Cette tude a i ale s’est faite au sei  du Ce t e U i e sitai e des Ressou es Biologi ues 

CURB  de l’U i e sit  de Cae . 

 

 

2) Préparation de l’exp i e tatio  

 

Quatre types de biomatériaux différents ont été fabriqués en vue de cette expérimentation : 

-un premier implant fait de poudre de matrice décellularisée seule,  

-u  se o d fait d’algi ate seul, 

-le t oisi e i pla t o pos  d’u  la ge de poudre de matrice + alginate et qui 

correspond à notre modèle de biomatériau 

-le uat i e i pla t tait ot e o t ôle positif, da s fait d’u  f ag e t de a tilage o  

d ellula is . Le o t ôle positif pe et de d o t e  l’i po ta e de la d ellula isation 

sur la réaction immunitaire. 

Cha ue io at iau tait u e ille d’algi ate à , %, de olu e µL. Cette taille tait 

pa faite e t adapt e à la taille de la sou is. De e, la o e t atio  d’algi ate à , % 

permettait une certaine manipulation sa s a î e  la ille. Lo s u’il  a ait adjo tio  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 

N O à l’i du tio  puis ai te ue à % le te ps de la p o du e. 

U e i isio  uta e do sale a t  alis e à la la e . L’i pla t a t  is e  pla e 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).  

Pe da t toute la du e de l’e p ie e, des do es g ales so t o se es et e ueillies 

: 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 

 sou is. Nous a o s dou l  l’effe tif des sou is soit  sou is au total, afi  d’a oi   poi ts 

distincts dans le temps. Un premier groupe était mis à mort au septième jour et un second 

au vingt-et-unième jour. 

La ise à o t est i te e ue sous o e dose d’isoflu a e. Puis u e pe fusio  i t a a dia ue 

de for aldeh de a pe is d’o te i  u e fi atio  ho og e des diff e ts tissus. L’i pla t 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, hez ui j’i s e u  f ag e t de a tilage atif 

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 jus u’à dosage ultérieur. 

Une fois tous les prélèvements obtenus, les ELISA ont été réalisés via Mouse IL-12 

p70Immunoassay Microplate (R&D S ste s, Mi eapolis, USA  pou  le dosage de l’IL  et 

Mouse Il-10 Microplate (R&D S ste s, Mi eapolis, USA  pou  l’i te leuki e Il . 

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) O je tif de l’exp i e tatio  a i ale 

 

L’o je tif de ette e p i e tatio  est dou le :  

- mettre au point un modèle de défect cartilagineux auriculaire chez le lapin  
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- d o t e  le a a t e  p o ho d og i ue de ot e io at iau à pa ti  d’algi ate 

et de poud e de a tilage d ellula is  d’o eille de po , e  o la t le d fe t e.  

Cette tude a i ale s’est faite au sein du Centre Universitaire des Ressources Biologiques 

CURB  de l’U i e sit  de Cae . 

 

 

2) Culture cellulaire 

 

Le hoi  des ellules s’est po t  su  les ellules 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 expa sio  ellulai e afi  d’a oi  u  sto k de ellules p i ho d ales e  ue 

des e p i e tatio s ult ieu es. L’e pa sio  s’est faite jus u’au e passage da s u  

ilieu d’e pa sio  lassi ue, DMEM complémenté (10% SVF, 100 IU/mL de pénicilline et 

 μg/ L de streptomycine) puis les ellules o t t  sto k es da s de l’azote li uide 

jus u’à utilisatio . 

 

3) Confection des billes  

 

Trois conditions, sous forme de bille, sont testées dans cette expérimentation.  

La p e i e ille est o pos e d’algi ate à u e o centration de 1,2% mélangée à de la 

poud e à u e o e t atio  de g pa  L d’algi ate. La p ipitatio  de e la ge da s 

du al iu  pe et de pol ise  la ille et d’o te i  La ille a u  olu e de µl. 

La seconde bille, de même volume était compos e d’algi ate à la e o e t atio  et de 

cellules périchondriales à la concentration de 5 millions par mL soit 500000 cellules par 

billes. 

E fi  la t oisi e ille tait faite d’algi ate à la e o e t atio , de poud e à g/ L 

et de cellules à 500000 par bille. 

Les billes contenant des cellules étaient préalablement mises en culture durant 7 jours dans 

un milieu pro- ho d og i ue et e  o ditio  de o o ie et d’h po ie. 
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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 

au i ulai e e  V tait le  afi  d’e pose  le a tilage et p i ho d e. Le p i ho d e 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 

h e g s da s u  e i o e e t p ot g . A pa ti  du jou  d’i te e tio , les a i au  o t 

été suivis quotidiennement. Leur poids corporel a été relevé régulièrement et lo s u’il  

a ait u e aisse de % du poids i itial, l’a i al tait is à o t. Quotidie e e t, 

l’appa e e ph si ue e te e de ha ue a i al a t  o se e attitude, ualit  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 

so iau  a e  de l’e i hisse e t et da s des st u tu es ag es p essio  de -25Pa avec un 

e ou elle e t de  fois le olu e d’ai  de la pièce toutes les heures et une température 

de °± C . L’e positio  à la lu i e tait de h à h a e  u  d g ad  de  i utes. Il ’  

a pas de est i tio  d’’a s à la ou itu e et la oisso . La ou itu e, la oisso  et la liti e 

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’aspe t e  fi  d’i te ve tio  est u  zig-zag su  toute la hauteu  de l’o eille o espo da t 

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 

P  Co sta s da s le se i e de adiologie du CHU d’A ie s. 

Co e a t l’aut e o eille, les i pla ts o t t  i is s e  p e a t soi  de o se e  la peau 

de pa t et d’aut e. Ils o t e suite t  fi s pa  ai  de fo ald h de et is e  OCT jus u’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 siduel da s le a tilage  

 

Le cartilage a été soumis au protocole de décellularisation.  L’ADN a do  t  dos  à la fi  de 

chaque étape de la décellularisation. 
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Figure 27. Dosage de l’ADN ap s ha ue tape de d ellula isatio  ap s digestio  du 

a tilage, e t a tio  de l’ADN et dosage pa  pi od op. 

 

La ua tit  d’ADN i itiale e t de , g/ g de tissu se  di i ue au fu  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 siduel (fig 27).  

La dispa itio  de l’ADN est o fi e su  le a uage au Hoets h ui et ou e u e 

dispa itio  des o au  à la fi  de l’ tape fi ale de d ellula isatio  fig 28). 

 

 

 

Cartilage natif                 Etape 1                      Etape 2                     Etape 3     Etape 4 

 

Figure 28. Ma uage au Hoets h ui o fi e l’a se e de o au ellulai e e  fi  de 

protocole de décellularisation. 
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Figure 29. Etude de la ig atio  de l’ADN su  gel d’aga ose. A la fi  de l’ tape 4, on ne 

et ouve au u  f ag e t d’ADN de plus de  pai es de ases. 

 

E fi , la ig atio  des f ag e ts d’ADN su  gel d’aga ose % à V pe da t  i  

et ou e la p se e de f ag e ts d’ADN su  les p e i es tapes de la d ellula isatio  et 

confi e l’a se e de f ag e ts 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 

 

Ap s a oi  o fi  l’effi a it  de ot e p oto ole de d ellula isatio  su  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 
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différents composants de la matrice extracellulaire, caractéristiques du cartilage auriculaire: 

les ollag es, les gl osa i ogl a es do t les agg a es et l’ lasti e. 

 

 

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. Colo atio  HE du a tilage ap s ha ue tape de d ellula isatio . L’i te sit  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 esu e ualitati e du ollag e su  la olo atio  histologi ue à l’h matoxyline éosine 

o t e u e di i utio  p og essi e de l’i te sit  de la olo atio . O  et ou e gale e t u  

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’ailleu s le même principe pour les autres constituants de la MEC. Sa ha t ue l’o  

retrouve le même effet rebond au même niveau pour tous les dosages, il est également 

possi le u’il  ait eu u e e eu  d’ ha tillo  ota e t su  la asse de eu -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 

p og essive jus u’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 

di i utio  p og essive de l’i te sit  de la olo atio  o espo da t à la di i utio  

progressive de la quantité de GAG. 

 

 

La quantité des GAG diminue après chaque étape de la décellularisation. Cette diminution 

est ue su  l’i te sit  de la coloration à la safranine O et est confirmée par dosage au 

Bl s a  a e  u e pe te de , % de la ua tit  de GAG. A ote  ue l’o  et ou e 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’ lastine 

 

L’ lasti e est u e p ot i e a a t isti ue du a tilage au i ulai e, ui est u  a tilage 

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 

olo atio  à l’o i e. 
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Figure 34. Dosage de l’ lasti e ap s ha ue tape de d ellula isatio  pa  le kit Fasti .  

 

     

Cartilage natif                Etape 1                  Etape 2                   Etape 3                   Etape 4 

 

Figure 35. La olo atio  à l’o i e etta t e  vide e les fi es d’ lasti e et ouve u e 

di i utio  p og essive de l’i te sit  de la olo atio  o espo da t à la di i utio  

p og essive de la ua tit  d’ lastine. 

 

 

E o e u e fois o  et ou e u e di i utio  p og essi e de la ua tit  d’ lasti e aussi ie  

de a i e ualitati e a e  u e di i utio  de l’i te sit  de la olo atio  ue de a i e 

ua titati e a e  u e di i utio  de la ua tit  d’ lasti e 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 

ol ules sig al ti ues u’elle o tie t. 

 

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’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poudre de cartilage de porc décellularisé à J7, J14 et 

J21.   

 

On constate ici une augmentation progressive des composants matriciels éosinophiles de la 

se ai e  à la se ai e , sa s u’u e elle disti tio  e t e o st u tio s a e  et sa s 

poudre ne puisse-t-être observée (clichés de la semaine 2 où le modèle sans poudre semble 

a oi  ieu  sist  u’à la se ai e . 
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b) Cellules souches mésenchymateuses de moelle osseuse humaine (CSMMOh) 

 

 

Figure 37. Coloration HE de culture de CSMMO humains incorpo s da s des illes d’algi ate 

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 p u seu s des ho d o tes d’o igi e hu ai e CPPh  

 

 

Figure 38. Coloration HE de culture de CPP humains incorporés dans des illes d’algi ate ave  

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

 

A e  les o st u tio s a e  poud e et CPP, la fi atio  de l’ osi e se le s’i te sifie  là 

encore de façon importante de la semaine 1 à la semaine 3. L’ tat des oupes 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 

illes d’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  

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’algi ate 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’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  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 illes d’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , 

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 

illes d’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  

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’algi ate ave  et sa s adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  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) Colo atio  des fi es d’ lasti e à l’o i e 

 

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 ’e iste pas de diff e e ajeu e d’i te sit  de la ouleu  iolet fo  su  es oupes e  

fo tio  des se ai es, e s’il se le ait ue la populatio  ellulaire des CSM puis celle 

des CPP fixent plus cette coloration que les chondrocytes, mais sans réelle gradation 

retrouvable. 

 

 

Figure 45. Colo atio  à l’o i e de ultu e de ho d o tes, CSMMO et CPP hu ai s 

i o po s da s des illes d’algi ate ave  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 

 

Pou  es a al ses, les oupes de tissu sa s poud e at i ielle ’o t là e o e pas sist  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 ultu e de ho d o tes hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate 

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 ultu e de CSMMO hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

C’est aussi le as ie  u’e  plus petite ua tité 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 ultu e de CPP hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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. 
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6) Analyse qualitative de la formation de collagène de type II par immuno-

histochimie 

 

a) Chondrocytes 

 

 

Figure 49. IHC Col II de ultu e de ho d o tes hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate 

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 

poud e, o  o se e u e aug e tatio  de l’i te sit  de fi atio  à la se ai e  la se ai e  

ta t assez p o he de la o st u tio  poud e et gel d’algi ate  puis . 

 

b) CSMMh 

 

 

Figure 50. IHC Col II de ultu e de CSMMO hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

Pou  les CSM, le d pôt de ollag e II se le s’i te sifie  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 ultu e de CPP hu ai s i o po s da s des illes d’algi ate ave  

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

 

Là encore, pour les CPP, on note une l’aug e tatio  de l’i te sit  du a uage à la e 

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 illes d’algi ate ave  adjo tio  de poud e de a tilage de po  d ellula is  à J , J  et 

J21.   

 

Pou  les ho d o tes ai si ue les CPP, o  e ote u’u e s th se li it e d’agg a e 

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) D oul  de l’exp i e tatio  

 

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. 

Su  le p e ie  g oupe, il ’  a eu au u e pe te pe  ou post op atoi e. Da s le g oupe , u e 

souris est décédée après une ponction retro-orbitaire à J14. 

 

2) Etude immuno histochimique de la réaction locale 

 

Tout d’a o d, il est à ote  ue ous ’a o s eu au u e a tio  i fla atoi e, i fe tieuse 

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’u e ou l’aut e des a tio s 

immunitaires attendues, inflammatoire ou remodelante, nous avons uniquement recherché 

si la mise en place des différentes conditions était responsable de réaction immunitaire.  

L’ tude i u o-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 o ditio   est la ille d’algi ate et poud e, la o ditio   

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 

ille d’algi ate et poud e, la o ditio   l’algi ate et la o ditio   la poud e. O  et ouve 

également une absence de bille qui ont été très probablement résorbées à J21. 
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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 

pou  le se o d a pe is e  o e e d’o te i   à µl 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 ’a o s do  pas pu alise  de ises poi t p ala les o pte te u de la fai le 

ua tit  d’ ha tillo  ue ous a io s. Les dosages ont donc été faits directement sur les 

échantillons et avec une seule mesure par souris pour chaque interleukine. 

Malheureuse e t, le dosage a hou  et les sultats ’o t pas pu t e i te p t s. 

 

 

Figure 62. Exemple de sultats o te us pou  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 opti ue des ELISA de l’Il-10 
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4) Conclusion 

 

L’ tude de la po se i u itai e s st i ue ’a pas pe is de ett e e  ide e de 

po se i fla atoi e o pte te u de l’ he  du dosage. Qua t à la po se lo ale, 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, u  lapi  est d d  d’u  a t a dio espi atoi e 

en per-op atoi e et ’a pas pu t e a i . Nous avons également eu une complication 

précoce, à J4 en rapport avec une nécrose auriculaire très probablement due à une lésion de 

l’a t e au i ulai e lo s la chirurgie. L’o eille tait to a te et ap s dis ussio  avec le 

comité du bien-être animal, décision a été prise de ett e à o t l’a i al. 

Su  les  lapi s op s da s le g oupe M , tous les lapi s o t su u, il ’  a do  pas eu 

de perte per ou post opératoire. 
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Figure 64. N ose d’u e h i-o eille à J , e  appo t ave  u e l sio  de l’a t e e t ale de 

l’o eille au cours de la chirurgie 

 

 

 

 

Figure 65. Chi u gie de defe t sa s e o st u tio . O  voit ie  l’i te uptio  du a tilage 

sans néo-tissu cartilagineux entre les deux. 

 

 

 

Figure 66. Chi u gie de defe t et e o st u tio  pa  u e ille d’algi ate ave  cellules 

périchondrales de lapin. On observe la bille d’algi ate ais pas de formation de néocartilage. 
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Figure 67. Comblement du défect pa  u e ille d’algi ate ave  de la poud e de a tilage 

décellularisé. On retrouve cette poudre au niveau du défect cartilagineux. 

 

 

 

Figure 68. Co le e t du defe t pa  u e ille o pos e d’algi ate, de ellules 

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’u e ille faite de cellules périchondriales et d’algi ate, 

la photo c) à partir d’u e ille de poud e d ellula is e de po  et d’algi ate et e fi , 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. 

 

 

 

 

 

a 

d  
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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  
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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 

vide e les o au  e  violet alo s u’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. 
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b) Coloration à la safranine O en hypoxie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

ota e t u e a se e de olo atio  à la saf a i e O. O  peut pe se  u’u e pa tie des 

billes se sont alors résorbées, aussi bien dans les billes avec cellules – alginate et poudre a), 

u’ave  la poud e et l’alginate b) ou encore les cellules et l’algi ate .   
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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 e u’e  o o ie, e  h po ie, u e olo atio  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 p i ipe de l’i g ie ie tissulai e 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 io at iau  d ellula is s ous se le t t e les a didats id au  pou  l’i g ie ie 

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’i flu  e eu  au oi s i  it o. 

L’i g ie ie a tilagi euse e d oge pas à la règle. Cependant, la majorité des études 

utilise t des io at iau  atu els a ide h alu o i ue, algi ate, ollag e…  ou 

s th ti ues a ide ap ola to e, a ide pol la ti ue…  et l’utilisatio  du a tilage 

décellularisé est moins commun (Utomo et al., 2015 ; Pleu eeke s et al., . L’a a tage 

du cartilage décellularisé est également sa possibilité de promouvoir un remodelage 

constructif, notamment grâce aux facteurs pro- ho d og i ues u’il o tie t TGF-β, So -

... . E fi , il p se te l’a a tage d’u e at i e adapt e ollag e t pe II, aggrécanes...) 

avec une structure en trois dimensions qui apporte le soutien pour la recellularisation. 

C’est pou uoi ous so es pa tis su  le a tilage d ellula is  o e io at iau. 

 

 

 
  



131 

 

Pourquoi ce protocole de décellularisation ? 
 

Il existe de nombreux protocoles de décellularisation, à partir de détergents chimiques, 

d’e z es, d’age ts ph si ues. Not e p oto ole est u  p oto ole i te fa teu s ph si ues 

a e  l’agitatio , la o g latio  i itiale du a tilage et le i çage da s u e solutio  

hypotonique  ais a e  u e do i a te d’ tapes e z ati ues p o ase, ollag ase 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 

parve us à o te i  u e d ellula isatio  satisfaisa te. Lo s ue l’o  ega de les pu li atio s 

utilisa t des age ts hi i ues, leu  du e d’a tio  est lo gue, sou e t plusieu s heu es oi e 

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’a tio  des e z es ous se le plus i l e. Alo s ue les d te ge ts o t agi  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 a sp ifi ue e t d t ui e la dou le h li e d’ADN. 

C’est pou  e gai  de te ps, u e a tio  ui ous se le plus i l e et des sultats 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 ha ue fois, la olo isatio  ellulai e ’ tait ue supe fi ielle et une 

néomatrice se formait en superposition du biomatériau. Les cellules ne pénétraient pas dans 

le biomatériau. Et la bibliographie confirmait ces résultats Elsaesse  et al., . C’est 

pourquoi, pour obtenir un résultat plus homogène en termes de recellularisation, nous 

a o s d id  de pul ise  le a tilage, de le ta ise  puis d’incorporer la poudre obtenue 

da s de l’algi ate, et e de a i e ho og e. 

 

Chang et al., propose également un biomatériau à partir de cartilage articulaire humain 

pul is  et d’u e solutio  de ollag e. Les ultu es i  it o alis es da s u  ilieu p o-

ho d og i ue ITS+  additio  de fa teu s de oissa e TGFβ + BMP-2) comprennent 

d’u e pa t des ellules s o iales hu ai es i luses da s le io at iau « poudre de 

cartilage-collagène » et d’aut e pa t les es ellules da s u  io at iau de ollagène 

seul et do  sa s poud e. Les a al ses o t t  faites tous les  jou s jus u’à  jou s. 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’agg a e de a i e i po ta te da s le g oupe a e  poud e et p o he 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 

poud e de a tilage de po  d ellula is , 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’o je tif de e t a ail tait d’ tudie  la i ti ue de d g adatio  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 dis ue jus u’à la 

8
ème

 se ai e et o t et ou  u e pe te de olu e de % à la fi  de l’e p ie e, e ui 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 poud e de a tilage septal d ellula is . Ils o t d o t  ue l’a ti it  ta oli ue tait 

augmentée à J1 en présence de particules de poudre décellularisée. Mais cette 

aug e tatio  d’a ti it  ’ tait plus sig ifi ati e à J  et J . Da s tous les as, les pa ti ules de 

a tilage ’e t ai aie t pas de o talit  ellulai e. Cette e p ie e d o t ait do  

l’a se e de to i it  de la poud e su  les ho d o tes e  ultu e Zahi i et al., . 

 

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 exp ie es, la a tio  i fla atoi e ’a alheu euse e t pas pu t e 

totale e t o lua te. E  effet, la t op fai le ua tit  de s u  o te u hez la sou is ’o t 

pas pe is d’a oi  des sultats satisfaisa ts e  te es d’ tude de la a tio  s st i ue. 

Pa  o t e, la a tio  lo ale a t  o lua te pa e u’il ’  a eu au u  ejet de ot e 

biomatériau et surtout les analyses immuno-histochimiques ont révélé une activité 

a ophagi ue i po ta te e  p iph ie de ot e o t ôle positif a e  u’il  a ait t ès peu 

de a tio  aussi ie  a e  la poud e de a tilage, u’a e  l’algi ate e  o pa aiso  a e  le 

contrôle négatif. 

Cependant, la meilleure des preuves réside dans l’a se e de réaction inflammatoire ou de 

rejet lors de la mise en place de nos billes contenant du cartilage décellularisé chez le lapin. 

 

Plusieu s tudes, ota e t elle de l’ uipe de Bad lak o t a al s  la po se 

i u itai e e t ai e pa  les at i es d ellula is es. Ils o t test  AlloMa ™, AlloDerm 

LifeCell ™, Avaulta Plus ™, CollaMend ™Fle  HD Ethi o  ™, InteXen LP ™,  Mat iSte  A ell™ , 

Pel iSoft ™, LifeCell ™, Sugisis ™, Su giMe d ™, Ve itas S o is Life™, Xenform ™, des 

biomatériaux actuellement sur le marché. Tous ces biomatériaux sont composés de matrice 

extracellulaire provenant d’o igi es tissulai es diff e tes de e, u ueuse i testi ale, 

u ueuse si ale  et d’esp es diff e tes hu ai e, po i e, o i e, ui e . Ils o t 

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 a aie t gale e t dos  la ua tit  d’ADN su  plusieu s at i es : Restore ™, Oasis ™, 

GraftJacket ™, Alloderm ™, Zi e  ™ ollage  epai  pat h. Ce dosage d’ADN siduel tait 

très faible, autour de 1,50ng/mg de tissu en moyenne. Le dosage sur Allode ™ et Zi e ™ 

ne permet pas de détecter le moindre ADN (Gilbert et al., 2009).  
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Chondrogenèse in vivo chez l’animal 

 

Il ’e iste pas u  o e t s i po ta t d’a ti les tudia t la ho d oge se i  i o hez 

l’a i al. 

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 eau et oul e da s u  oule d’o eille d’e fa t de  a s. Les o eilles o t 

ensuite été implantées chez la souris nude en sous cutanée dorsal. Ces photos ont, à 

l’ po ue t  t s diatis es da s les ilieu  o e s. La ise à o t à  se ai es et 

l’e pla t des o eilles. Les sultats et ou e t u e pe te de la fo e de l’o eille da s 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’o eille Cao et al.,  fig . Ces p e ie s sultats semblaient alors prometteurs mais 

comportaient plusieurs limites : le statut i u itai e de la sou is, la essit  d’u  oulage 

e te e pou  ite  u e so ptio  ou e o e l’a se e de st u tu e p i ho d ale e  

p iph ie ui pe et d’o te i  des résultats plus optimaux notamment en termes de 

résorption.  
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Figure 77. Photo de l’a ti le de Cao e  . O  et ouve u e o eille e pa  i g ie ie 

a tilagi euse au iveau du dos d’u e sou is ude Cao et al., . 

Shieh et al., après des résultats satisfaisants chez la souris nude après 10 mois 

d’i pla tatio s, appo te leu s sultats hez le lapi  i u o o p te t. Diff e tes 

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’o eille i pla t e. Les sultats histologi ues et ou e t alo s u e fo te i filt atio  

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 

uat e se ai es de ultu e da s u  pol e de fi i e s ulpt  e  fo e d’o eille, la 

construction est implantée chez la souris nude. Après quatre semaines, la construction est 

explantée et analysée : l’aspe t a os opi ue de la st u tu e ’est pas odifi  et il  a eu 

p odu tio  d’u e o-matrice. Néanmoins, alors que les travaux préliminaires semblaient 

i t essa ts, il ’  a pas eu d’aut es tudes de la e uipe Ti g et al., 1998).  

 

Xu et al. o t d o t  la sta ilit  de la taille et de la fo e d’u e o st u tio  e  fo e 

d’o eille hu ai e, 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 

adh si es de la fi i e fa o ise t l’i t g atio  d’u  pseudo-périchondre qui va permettre de 

diminuer la résorption.   

 

Une autre étude parue en 2014 réalise une structure auriculaire en acide polylactique enduit 

d’a ide pol gl oli ue u’ils i pla te t hez la sou is ude. Les ellules utilis es so t u e 

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 

lase  alis  pe et de o lu e à u  aspe t p o he à p s de % de l’o eille i itiale e t 

i pla t e à elle e pla t e. Ce ui sig ifie tout de e u’il  a u e fo te de plus de % 

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 

diffi ile e t t a sposa les hez l’ho e Zha g et al., . 
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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’aut es tudes i  i o su  aut es a i au , o sid s o e « gros » animaux (lapins 

notamment) et immunocompétents ont été réalisées. 

 

Stérodimas et de Faria ont implanté un modèle de structure auriculaire crée à partir de 

fi es de soie et d’algi ate, p ala le e t o fo  su  u  oule d’o eille hu ai e hez 

des lapins New Zeland. Les cellules utilisées étaient des chondrocytes et des 

p i ho d o tes de es es lapi s. L’a i al tait i u o o p te t. Ap s 

explantation à 8 semaines, ils ont comparé les volumes initiaux versus restants et ont 

o stat  u e fo te de % e  o e e. Ce ui est plus i t essa t, ’est l’a al se 

histologi ue ui o fi e l’a se e de ou he p i ho d ale p iph i ue ais ui et ou e 

la p se e d’u  tissu i fla atoi e e ui e pli ue la fo te p og essi e de la st u tu e 

cartilagineuse (Sterodimas and de Faria, 2013). 

 

En 2004, Kamil et al. o t  des oules d’o eille e  o   a ats, o l s de ho d o tes 

po i s ou o i s et d’algi ate puis les o t i pla t s hez des po s et des outo s e  

fo tio  du t pe de ho d o tes, afi  d’a oi  u e g effe allog i ue et o  og i ue). 

L’e pla tatio  s’est faite à  se ai es. Le sultat a os opi ue est satisfaisa t et 

et ou e u  aspe t de a tilage a , illa t, hu ide. L’ tude histologi ue ua t à elle, 

met en évidence des plages de matrice extra cellulaire néoformée entrecoupée de bandes 

fi euses Ka il et al., . L’a ti le e pa le pas de la p se e ou o  d’u  ui ale t de 

p i ho d e ui au ait t  fo  pa  la p se e d’u  io at iau i e te tel ue l’o  fig . 

De plus, se pose la uestio  de sa oi  e u’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. Rep se tatio  du oule e  o   a ats utilis s da s l’ tude de Ka il et al 

(2004). 

 

Un autre modèle de chondrogenèse, basé su  u  pol e d’h d ogel, le Plu o i  F-127, 

l’algi ate et des ho d o tes o i s, a t  test  pa  l’ uipe de Cha g et al e  . Ap s 

implantation sous cutanée chez le mouton, le modèle a été explanté après 30 semaines in 

vivo. A noter que le modèle i pla t  ’a ait pas la fo e d’u e o eille hu ai e ais d’u  

f ag e t de a tilage de     . L’aspe t post e pla tatio  et ou ait u e a se e de 

so ptio  et l’a al se histologi ue o t ait u e ua tit  de ollag e de t pe 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  ois, l’aspe t e te e est e  fa eu  de a tilage, l’i age ie pa  

IRM confirme un aspect semblable à du cartilage, les colorations HE, Safranine-o et 

t i h o e de Masso  so t gale e t e  fa eu  d’u e at i e a tilagi euse. E fi , le 

dosage de GAG, comparé au tissu natif, a un rapport de 70%. Les avantages du PRP sont son 

o te tio  t s si ple, a  il e essite u’u e p ise de sa g et u e e t ifugatio  adapt e, 

so  ôt  i je ta le et do  fa ile e t all a le et l’a se e de essit  de hi u gie et 

do  au fi al so  oût fai le. L’auteu  appo te gale e t le ôt  ut itif du PRP et 

l’a se e de a tio  i u itai e as  su  le p i ipe de l’autog effe. Pa  o t e, il e pa le 

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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Neu eiste  i siste su  l’i po ta e du p i ho d e ui as ula ise et do  « nourrit » le 

néo-cartilage sous-jacent. Il propose, chez le rat immunocompétent, de placer en sous 

uta e u  oule d’o eille de  pou e de lo g, e  sili o e plei . Il a asto ose e suite le 

p di ule f o al au tissu sous uta e adja e t. L’a latio  du oule se fait à  se ai es et 

laisse alors une capsule vide, vascularisée, u’il o le de fi i e et de ho d o tes de at.  

E suite, da s u  p e ie  g oupe u e o fo atio  pa  le oulage d’o eille est appli u e 

alo s u’il ’  a pas de o fo atio  da s le se o d g oupe.  

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 

se ai es, les a i au  so t sa ifi s. Les a al ses ota e t l’i je tio  de fluo es i e 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’o eille ’est o se e ue da s le g oupe a a t eu u e o fi atio , l’o eille da s 

l’aut e g oupe a a t su i u e so ption et surtout une perte de sa forme, et ce malgré la 

présence de la capsule (Neumeister et al. 2006). 

L’a al se de Neu eiste  et al. se le o e e  etta t e  a a t l’i po ta e de la 

vascularisation du cartilage. Il utilise alors une technique bien connu des chirurgiens, 

notamment plasticiens qui est la technique des membranes induites, membranes 

h pe as ula is es ui se fo e t au o ta t d’u  o ps t a ge  i e te, telle ue les 

p oth ses a ai e pa  e e ple. Da s ette e p ie e, la otio  d’a astomose vasculaire 

pose epe da t uestio s, e  effet, hez l’ho e, lo s de la ise e  pla e de at iau 

i e te, la o ue as ula is e se fo e sa s pou  auta t a oi  fi i  d’u e i o hi u gie. 

Enfin, il semble que la vascularisation ne soit malheureusement pas suffisante pour 

o se e  la fo e de l’o eille. 

 

Mo o  appo te gale e t l’i po ta e du p i ho d e e  p oposa t u  od le 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 

e  sous uta  hez le po , Mo o  i ise e  ega d de l’i pla t afi  de l’e pose  et tudie 

la cicatrisation secondaire qui selon lui est du à son feuillet de périchondre. Ses résultats 

sont positifs puis u’il et ou e ue tous les i pla ts e pos s o t i at is  Mo o  et al., 

2007). 
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Hais h a gale e t da s e se s, à sa oi  l’i po ta e du ôle jou  pa  le p i ho d e da s 

le ai tie  de la fo e de l’au i ule, e  fa o isa t sa ut itio  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 alo s u  oulage d’o eille fait à pa ti  d’a ide L-pol la ti ue et d’a ide L-

pol gl oli ue u’il et e  ultu e i  it o du a t  à  se ai es afi  de et ou e  u  

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. 

N a oi s, il e s’agit ue de f ag e ts de « périchondre » et e  au u  as, il ’  a eu 

d’ tude su  le ai tie  de la fo e et de la taille d’u  a tilage g â e à e p i ho d e 

(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, 

t s peu d’ tudes o t a outi à des essais hez l’ho e alo s ue o eu  sultats 

d’e p i e tatio  hez l’a i al ota e t i u o o p te t taie t p o etteu s e ui 

témoigne de la difficulté de cette reconstruction malgré la relative « simplicité » de ce tissu 

pas de p di ule as ulai e, pas d’i e atio , u  seul t pe ellulai e . 

 

Deux auteurs ont publié sur le sujet : Ya aga, ui est l’auteu  de plusieu s a ti les et plus 

récemment Zhou. 

L’id e i itiale de Ya aga ’ tait pas appli uée 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 ho d o tes ulti s du patie t e  les la gea t à de l’auto-sérum, prélevé également 

hez le patie t. Les sultats taie t t s satisfaisa ts et su tout il ’a pas eu d’i fe tio , 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’ lasti e e  ua tit  o pa a le à du a tilage au i ulai e atif. 

Lui est alo s e ue l’id e, su  le e p i ipe, de e  u  lo  de a tilage u’il s ulpte a 

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 e  haut à gau he o t e l’i je tio  des ho d o tes + s u  au iveau 

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 

o t e t l’aspe t du a tilage ap s e pla tatio  et ava t s ulptu e (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 

op atoi e à savoi  l’ l vatio  au i ulai e Ya aga et al.,  

 

 

 

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 i siste gale e t su  la p se e d’u  o-périchondre (fig 83) indispensable selon lui et 

ui o o o e a e  d’aut es tudes it es plus haut. 
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Figure 83. D’ap s Ya aga, l’ tude histologi ue de son implant composé de chondrocytes et 

de sérum et laissé 6 mois au niveau abdominal retrouve du néo- a tilage NC  e tou  d’u  

néo-périchondre (NP) puis de tissu adipeux (F) présent dans la paroi abdominale (Yanaga et 

al., 2013). 

 

Au final, Yanaga a obte u d’e elle ts sultats e  utilisa t u e g effe autologue 

ho d o tes et s u  appa te a t au patie t  et s’est se i de la pa oi a do i ale du 

patient comme « incubateur ». Au u  l e t utilis  ’ tait allog i ue oi e og i ue, 

ce qui est très s duisa t a  ’e t ai e au u  is ue e  appo t a e  u  uel o ue ejet ou 

e o e toutes les otio s d’ thi ue da s le ad e d’u e og effe. 

 

 

En 2018, Zhou publie la première reconstruction auriculaire in vitro avec application 

hu ai e. L’id e 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 

p oto ole d’i g ie ie a tilagi euse Zhou et al., . 

 

 

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. 

E  pa all le, u  s a e  D de l’o eille o t olat ale est alis  et u  s st e de i o i g 

pe et d’o te i  u  oule de l’o eille à e o st ui e.  

Après expansion, les chondrocytes sont cultivés au contact des différe tes fi es d’a ide 

polyglycolique / acide polylactique.  

Le moule crée est ensuite comblé par une mèche de polycaprolactone elle-même comblée 

de fi es o  tiss es d’a ide pol gl oli ue, e ou e t d’a ide pol la ti ue et o te a t les 

chondrocytes. 

L’e se le est i pla t  hez l’e fa t lo s du se o d te ps op atoi e. 
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Les résultats sont satisfaisants notamment avec une préservation de la forme auriculaire, 

u e a se e de so ptio , d’i fe tio  ou d’e positio . Il p se te u e s ie de i  

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 

pa  le p oto ole d’i g ie ie a tilagi euse Zhou et al. 2018).  

 

Au total, il présente de bons résultats avec pourtant un biomatériau qui est connu pour ces 

o pli atio s à t pe de so ptio , d’e positio  et d’i fe tio  (Cao et al., 1997 ; Shieh et al., 

2004 ; Igosai et al., 2004).  

 

De notre côté, nous avons réalisé un modèle auriculaire en alginate à pa ti  d’u  oulage e  
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sili o e gale e t o te u à pa ti  d’u  s a e  e  D et d’u e i p essio  D ia les 

la o atoi es Mat ialise® fig . Cepe da t, ous ’a o s pas e o e e se e  e 

modèle mais il serait très intéressant de le faire dans un milieu prochondrogénique avec des 

ellules p u seu s de a tilages p i ho d o tes  a a t de l’i pla te  hez l’a i al. 

 

 

   

 

Figure 86. Moulage réalisé dans le service de Chirurgie maxillofaciale du CHU de Caen avec 

l’aide du La o atoi e Mate ialise. Le oulage a e suite se vi de ase pou  la o fe tio  d’u e 
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 

a tilagi euse pa  le p i ho d e est u  e jeu ajeu  da s l’i g ie ie a tilagi euse. 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 

a tilage et e  utilisa t les fa teu s de oissa e IGF et de l’i suli e à des o e t atio s 

différentes (Chiu et al., 2019). Il ’  a pa  o t e pas e o e eu de t a spositio  hez l’a i al 

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 

tra au  de Duisit et Le gel . Puis u’il est, alg  tout, o ple e de e e  du a tilage de 

a i e p e e ia l’i g ie ie a tilagi euses, es de ie s p opose t de d ellula ise  

toute la région auriculaire de manière anatomique en utilisant les vaisseaux auriculaires via 

un système de perfusion- décellularisation (Duisit et al., 2017 ; 2018). 

Il diss ue l’o eille de po  a e  so  p di ule a t e au i ulai e audale et ei e jugulai e 

externe), puis après cathétérisation et lavage au sérum hépariné, débute la décellularisation 

pa  u  s st e de pe fusio  de SDS %. Puis ap s i çage à l’eau distill e, la 

décellularisation se poursuit par une perfusion de Triton X-100 à 1% et enfin une solution de 

DNAse de t pe I. L’o eille d ellula is e est alo s sto kée à 4°C (fig 87).  
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Figure 87. D’ap s Duisit et al., . Photos ava t et ap s la d ellula isatio . 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.  

E suite, d’u  ôt , l’o eille d ellula is e est i pla t e par anastomoses microchirurgicales 

hez le po  et et ou e u e e as ula isatio  satisfaisa te de l’o eille fig . 

 



150 

 

 

Figure 88. Photos de l’a asto ose et de la evas ula isatio  au i ulai e Duisit et al., . 

 

D’aut e pa t, deu  t pes de e ellularisation 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 bio a teu . Ces deu  te h i ues d’e se e e e t ellulai e 

retrouvent des cellules viables au sein des différents tissus.  

Cepe da t, Duisit ’a pas e o e pu teste  la -implantation auriculaire à long terme et 

post recellularisation ce qui est indispensable pou  oi  le o po te e t de l’o eille aussi 

ie  d’u  poi t de ue as ulai e u’i u itai e.  

 

Duisit et al., appo te gale e t u  t a ail si ilai e p ati u  su  l’o eille hu ai e.  Ap s 

prélèvements sur cadavres, il utilise le même système de perfusion – décellularisation que 

pou  l’o eille po i e fig .  
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Figure 89. Photos de la d ellula isatio  de l’o eille hu ai e p lev e su  adav e f ais 

(Duisit et al., 2017). 

 

 

Ap s dosage de l’ADN, il o fi e la o e d ellula isatio  des différents tissus de 

l’o eille : cartilage, peau et tissu adipeux sous cutané (fig 90).  

 

  

Figure 90. Dosage de la ua tit  d’ADN su  du tissu uta , a tilagi eu  et adipeu  Duisit 

et al., 2018) 

 

Il dose ensuite les composants de la matrice extracellulaire, les compare aux tissus 

au i ulai es atifs et et ou e des ua tit s satisfaisa tes de ollag e, d’ lasti e et de GAG 

(fig 91). 
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Figure 91. Dosage du ollag e, de l’ lasti e et des GAGs da s les diff e ts tissus atifs et 

décellularisés composa ts l’o eille Duisit et al., . 

 

 

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-i pla tai e. L’ tude immuno-histochimique retrouve une infiltration de cellules 

CD + a ophages  a ueu s de l’i fla atio , oi s i po ta te ue pou  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 

te ps et ui est au fi al J  i f ieu e à la ua tit  d’i filt atio  et ou  a e  le tissu atif 

(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’o eille de po  d ellula is e, à sa oi  ia u  io a teu  et g â e à des ellules sou hes 

adipeuses.  

Il ’  a pas eu à e jou  de i pla tatio  d’o eille hu ai e d ellula is e puis e ellula is e. 

 

Le t a ail de Duisit et al. est e t e e t i t essa t e  e se s u’il ’utilise au u  

matériau synthétique et évite donc tout risque de rejet. De plus, e  d ellula isa t l’u it  

auriculaire dans son entièreté, il « règle » le problème de la vascularisation du cartilage et de 

l’appo t du p i ho d e. Au fi al, il utilise le p i ipe de l’allot a spla tatio  d’o ga e ais 

l’appo t de la d ellularisation permet de surseoir à un traitement par immunosuppresseurs 

lourds et sources de nombreuses complications au long cours, notamment carcinologiques. 

Ces sultats so t e elle ts et la p o hai e tape, la atio  d’u e o eille d ellula is e 

humaine puis recellularisée et ré-a asto os e su  le g os a i al oi e su  l’ho e est 

attendue.  

  



154 

 

 

  



155 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion 
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L’i g ie ie tissulai e est e  plei  esso  depuis  a s. L’i g ie ie a tilagi euse ’ happe 

pas à cette évolution et les progrès sont indéniables. Cependant il reste encore de 

o euses i te ogatio s. La p eu e, il ’  a a tuelle e t ue  tudes a e  u e 

application humaine. 

La ge  et Va a ti disaie t ue l’i g ie ie tissulai e est u  « 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. 

 

N a oi s, la d ellula isatio  se le t e t s p o etteuse a  elle pe et d’o te i  u  

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’i g ie ie tissulai e des 20 dernières années ouvre la possibilité à de nouvelles thérapeutiques. 

L’i g ie ie du a tilage e d oge 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, po se i u itai e, ejet de g effo … 

Dans ce travail, nous détaillons la confection et caractérisons la composition d’u  biomatériau pro-

chondrogénique élaboré à partir d’u  tissu og i ue d ellula is  issue d’o eille 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 litt atu e pe et de ett e au poi t les o aissa es a tuelles su  l’i g ie ie 

a tilagi euse à pa ti  de a tilage d ellula is e et ota e t ses a a es hez l’ho e. 

 

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.  


