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Caractérisation de tissu osseux et de biomatériaypour la
régéenération osseuse sur gros volume.
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Résumé :

L'objectif de cette étude est de développer ungssas expérimental de régénération de tissus oskeux

grand volume. Une premiére étape vise a produirerduériau osseux a partir de lambeau de périoste
vascularisé et a le caractériser grace a des esdarglentation. Ensuite, nous développons un preces
impliqguant un biomatériau poreux et biodégradahiiéisé comme réceptacle de cellules mésenchymateuse
Dans les deux cas, le nouveau matériau obtenueditégrace a des tests mécaniques et biologiques.

Abstract :

This work aims at developing an experimental pre@ddarge volume bone regeneration. In a firstetifVe
developed an animal model based on vascularizetbgierl properties. We study osteogenesis and we
caracteryse mechanical properties with indentatiest. Next, We intend to develop a process with a
biomaterial support allowing proliferation and difientiation of cultured mesenchymal cells. In thve t
cases, the new materials is studied with biolog&ral mechanical tests.

Mots clefs :régénération osseuse, intégration de biomatériauest d’indentation.
Keywords . bone regeneration; biomaterials integration, indenation test.

1 Introduction.

La régénération de gros volume d’os est crucialeamnatologie ou aprés ablation de tumeur oss®ases

la littérature les tissus squelettiques régénéoés souramment étudiés pour les petits volume[13].
L'objectif de cette étude est de développer un ggsas expérimental de régénération de tissus osleeux
grand volume. Les tissus squelettiques mature cartijage, tendon, proviennent tous du méme psécur
cellulaire : les cellules souches mésenchymate[HesVioukoko et al [5] a développé une procédure
chirurgicale de régénération de long segment dass Isur les propriétés de la membrane vasculatisée
périoste provenant de cellules osteoprogénitricgésemtes dans ces couches profondes. A partir gle ce
expériences, nous étudions I'ostéogenese et naastéasons les propriétés mécaniques de ce matéria
nouvellement formé. Des tests d'indentation [5]tadilisés pour quantifier ses caractéristiquestéjaes et
pour étudier son évolution du temps. Cependants dlarcas de traumatismes avec grande perte d'os, le
périoste peut étre endommagé ou manquant. Nousog@oms donc un procédé incluant un biomatériau
permettant la prolifération et la différentiatioe dellules mésenchymateuses de culture. Le choigede
biomatériau est un facteur déterminant pour le ggegs chirurgical [7]. Nous avons développé des
expériences cliniques pour caractériser les prsriéptimales du futur implant. La réaction desusshotes

est testée au contact de I'os pour deux biomatériam composite (bioverre et biopolymeére résorépbt

une céramique de phosphate de calcium (Tri-Caléinosphate) d’'une porosité de 80% (figure 1). Pour
chaque matériau, deux épaisseurs de 2 et 3 mmceomparées. Nous étudions leur intégration, leur
colonisation ainsi que leur résorption. Ces expéas pourront nous renseigner si une membrane appar
autour de 'implant et si une nouvelle vasculaigat’installe dans le biomatériau.
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2 Matériel et méthodes.

2.1 Régénération a partie de périoste.

Nous développons un modéle animal basé sur le ldpim-Zealand, une espéce standard pour I'étude de
'ostéogéneése et de la chondrogenése. La premp@&mtion clinique consiste a régénérer une paditbia

en laissant en place la membrane de périoste aaseulfigure 1A). Le tibia est ensuite maintenu pa
fixateur externe fixé sur 4 broches. Nous permeatiinsi au lapin de déambuler dans sa cage pefladant
période de récupération et nous sécurisons lediela régénération osseuse. Nous opérons ainsiplis|
que nous sacrifions ensuite par overdose de pemhitddaapres différent temps de rétablissement ec@mp
entre 45 et 160 heures. Nous récupérons ainsi tieriana osseux néoformé de différent age pour tertgsr
indentation. Pour chaque lapin, 3 éprouvettes gécoupées.

C ;h'_:-'*. : : I:' 5 .

FIG. 1A—-Ablation de 25mm de tibia..
FIG. 1B- Test d’'indentation sur un échantillon d’égénéré.

Les tests d'indentation permettent d’évaluer qagliement les propriétés mécaniques du tissu régéné
(figure 1B). Nous mesurons en continu la force radent’indentation comme une fonction de la profamde
de pénétration dans le matériau. Nous considénom®utact entre une sphére indéformable, ici ers et

un échantillon plan élastique. Il n'y a pas d'adtésou de frottement entre les deux milieux. Nous
considérons les matériaux en petite déformatiataes leur limite élastique. Les dimensions de patiéh
sont petites devant le rayon de courbure des raatérDans ces conditions, nous calculons le modele
Young réduit, donnée par la théorie de Hertz (1).

4 3
Fn=§.E*.JE.62 1)
E
E* =
1-y? (2

Fn représente la force normale, R le rayon dedimeur eb le profondeur de pénétration. E* le module de
Young réduit donné par (2) dans laquelle E estddute de Young et le coefficient de poisson. Sur chaque
éprouvette, des cycles de charge-décharge sontwgffeavec une force normale maximale définit 2@ret

100 mN. Le rayon de l'indenteur est de 1mm. Le ¢sstcontrolé en déplacement avec une vitesseardast
comprise entre 20-500+1um/s. Deux ou trois poiotd gestés sur chaque éprouvette par 4 cyclesidgest

de charge décharge de force normale maximale déN4&mune vitesse de déplacement de 50um/s. sur
chaque échantillon, nous faisons varier pour untpdiindentation la vitesse de charge décharga &rce
normale maximale. Nous effectuons également undeéhistologique conventionnelle (décalcification et
coloration HES) sur les tissus obtenus.

2.2 Régénération avec biomatériau.

La deuxieme étape consiste a choisir un biomatfg@ur une reconstruction avec perte du périoste. Le
processus clinique est alors le suivant. Les laporg opérés deux fois : une premiere fois surdenbre
postérieur droit et une semaine plus tard sur lelga La procédure chirurgicale est la méme paudéix
cotés. Les deux types de biomatériaux sont placé&omatact de I'os. Le biomatériau composite de 2esin
implanté sur 'os iliaque. Le biomatériau compogtda céramique TCP de 3mm sont posés sur le fémur
(figure 2). La céramique TCP de 2mm est placédestibia. Le périoste est localement gratté pounmettre
un contact direct entre I'os et I'implant. Apréss8maines, les lapins sont euthanasiés par ovediose
pentobarbital. La patte droite récupére donc 4 geeat la gauche 3 semaines. Les parties opérées
2
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sont explantées pour observer et analyser lesstissgeux et les biomatériaux. Les échantillons sont
préservés dans une solution formaldéhyde puis so@mune étude histologique. Les échantillons de
céramique TCP sont décalcifiés avec I'os suppavtr Re composite de bioverre, la décalcification es
impossible. Le biomatériau est donc extrait avattdie histologique conventionnelle sur les tiskates
environnent. Une coloration hématoxylin-Eosin-Saifr(HES) est utilisée. L'observation permet une
analyse du développement des tissus et de leuniseg@mn dans et autour du biomatériau.

e

FIG. 2 — Biomatériau composite et céramique TCBrdm posé sur le fémur.

3 Résultats et discussion.

3.1 Résultats sur régénérat produit avec peérioste.
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FIG. 3 — Courbe d'indentation sur régénérat de8flr :
A — Une force maximale de (a) 20mN, (b) 40mN, @n®l, (d) 80mN, (e) 100mN et une vitesse de
déplacement de 50um/s
B: Une force maximale de 40mN et une vitesse déadément (a) 20um/s,(b) 50um/s, (c) 100um/s, (d)
200um/s et (e) 500um/s.

Les courbes de charge sont indépendantes de I foocmale maximale et correspondent a un
comportement de matériau élastique (figure 3A).rRoupoint testé sur un échantillon, les quatrdesysont
identiques : il n'y a pas d'effet plastique. Svikesse de déplacement affecte la réponse du miatégénéré,
son influence sur la rigidité est faible (figure)3Ba courbe montre, pendant le déchargement,rdiifé
effets de dissipation : viscosité, friction, admae
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FIG. 4A— Module de Young réduit des échantillonssd‘égénéré.
FIG. 4B- Histologie sur régénérat de 7 jours
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La figure 4A montre I'évolution du module de Yourggluit pendant les 7 premiers jours de régénérdtion
tissu régénéré est un matériau en évolution avesiquirs périodes. Les résultats montrent deux gesio
Avant 100 heures, le matériau est en plein esdamique. Ces caractéristiques mécaniques sontatest
et homogenes avec un E* semblable a celui du agetilc'est-a-dire entre 0.5 et 2.5 MPa [8]. Ap@éd 1
heures, le module de Young réduit augmente etdssltats sont disparates : I'ossification a comrmaenc
certaines zones sont plus calcifiés que d’autrpd [tude histologique du régénérat de 7 joursficore ce
résultat (figure 4B). Ce matériau est composé a 86%artilage et a 20% d’os [5]. Nous pourrons canap
cette évolution avec notre modéle de régénératien biomatériau.

3.2 Résultats sur biomatériau.

Pour choisir le futur biomatériau de notre recamgion segmentaire, regardons les résultats dundeco
processus clinique. L'examen macroscopique du isatégomposite ne démontre aucune intégration de
limplant aux tissus hotes, muscle ou os (figure B)e épaisse membrane fibreuse entoure ce matériau
l'isolant des autres tissus. |l apparait libre ddec membrane réactive et peut étre facilementigxvant
I'analyse histologique. Le temps de récupératianldpins ne semble pas modifier I'apparence higtgle

des tissus hotes, pas plus que ne le fait I'épaisies implants.

<

FIG. 5 — apparence macroscopique du biomatériayasite apres extraction et résultat histologiquelss
tissus de 4 semaines autour de ce matériau.

Pendant I'examen macroscopique de I'implant enrcignae TCP, une fine membrane fibreuse est observée
a l'interface implant-tissus mous (figure 6). Cegent, le biomatériau semble bien intégré aux tissus
environnants duquel on ne peut le détacher. Sucdepes histologiques, un tissu cicatriciel a eitvah
limplant. Toutes les cavités sont remplies d’'ussti mésenchymateux. Du coté de I'os support, du tis
osseux est présent dans les pores et cela estayplusé aprées 4 semaines de récupération qu’'aprés 3
semaines. Du cotés du muscle, les pores sont iepgoliun mélange de tissus fibreux et musculaieeplDs,

il apparait une néoangiogénese éparse. La poedsigéconnectivité de TCP permettent ce développeme

La taille des pores est la méme apres 3 ou 4 sesdia résorption du biomatériau n’a pas commence.

-
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FIG. 6 — apparence macroscopique de la céramiqieap@es extraction et résultat histologique decett
zone apres 4 semaines de récupération du lapin.
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4 Conclusion.

Une premiére étape de régénération osseuse baséss qropriétés du périoste nous a permis de mieux
comprendre le processus de régénération et deiguéi matériau au cours de sa maturation. Nousnigv
également développé un processus de caractérisatlenpour la suite de notre recherche. La deugiem
étape nous a montré que la céramique TCP s’intagrex que le composite de biomatériau. Elle pataiic

plus adaptée a notre problématique de reconstrudgogros volume de segment osseux. La présenne d'u
néoangiogénese a travers la céramique TCP sembeefieuse pour la survie de cellules progénitrices
cultivées greffées a l'intérieur d’'un implant. Larpsité et I'épaisseur du futur implant devronteétr
déterminées plus précisément pour optimiser cdsrpgnces.
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