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RESUME

Microarchitecture osseuse et adiposité médullaire de la mandibule:

Etude expérimentale chez la ratte adulte ovariectomisée

L’ostéoporose est une maladie fréquente et généralisée du squelette qui se caractérise
par une perte de masse osseuse et des altérations de la structure des os. Ces variations des
propriétés osseuses, observées a diverses échelles et associées a une augmentation du contenu
adipeux de la moelle, témoignent d’'une plus grande fragilité du squelette. Ces modifications sont
cependant difféerentes en fonction du site. Cette variation du contenu adipeux médullaire,
rapportée notamment dans les os longs du squelette appendiculaire, semble jouer un role crucial
dans la survenue de l'ostéoporose. Néanmoins, ces altérations ostéo-médullaires, aussi bien
quantitatives que qualitatives, sont controversées et peu documentées au niveau des maxillaires,
la mandibule en particulier. Le but de notre étude est d’évaluer, au cours du vieillissement et
dans un modéle d’ostéoporose (ratte adulte ovariectomisée), les relations entre les variations du
contenu adipeux médullaire et la microarchitecture osseuse en site mandibulaire en comparaison
avec un site de référence, le tibia. La microarchitecture osseuse, la quantité et la répartition du
contenu adipeux médullaire aprés marquage au tétroxyde d’osmium ont été analysées par
microtomographie a rayons X dans la mandibule dentée (os alvéolaire) et non dentée (condyle).
Au cours du vieillissement, aucune altération des paramétres osseux et médullaires n’a été mise
en évidence. En revanche, le déficit hormonal en oestrogenes induit par ovariectomie conduit a
une perte osseuse plus marquée (+35%) dans le tibia que dans la mandibule, associée a des
modifications microarchitecturales et adipeuses médullaires site-spécifiques. En effet, en
comparaison avec le tibia, un faible contenu adipeux (<10% de moelle) est retrouvé dans le
secteur denté (alvéolaire) ainsi que non denté (condyle). A la différence du tibia, au sein duquel
un effet de « clustering » des adipocytes est observé a la surface osseuse trabéculaire, le
contenu adipeux mandibulaire est réparti de maniere homogéne dans les espaces médullaires
avec trés peu de contact avec la surface osseuse trabéculaire. En conclusion, nos résultats
indiquent une perte osseuse modérée dans la mandibule par rapport au tibia associée a une
augmentation du contenu adipeux médullaire tardive dont la répartition au sein des espaces
meédullaires n’est pas modifiée a la différence du tibia. Nous émettons I'hypothése qu’une activité
de remodelage et des sollicitations biomécaniques différentes puissent expliquer les spécificités
physiopathologiques observées en site mandibulaire. D’autres études seront nécessaires pour
préciser l'impact de telles modifications sur la qualité osseuse a I'échelle moléculaire et
élémentaire, ainsi que pour préciser les mécanismes de dialogues entre les ostéoblastes et les

adipocytes.

Mots clés : Mandibule ; Microarchitecture osseuse ; Adiposité médullaire ; Marquage au tétroxyde

d’osmium ; Microtomographie a RX.



ABSTRACT

Bone microstructure and bone marrow adiposity in the mandible:

Experimental study in the adult ovariectomiezed rat model

Osteoporosis is a common disease of the skeleton characterized by a loss of bone
mass and changes in bone structure. These variations in bone properties, observed at
various scales and associated with an increase in the bone marrow adipose tissue (BMAT)
content, indicate a greater fragility of the skeleton in a site-specific manner. This variation in
the BMAT content, reported in some skeletal sites, seems to play a crucial role in the
occurrence of osteoporosis. Nevertheless, these bone and marrow alterations, both
quantitative and qualitative, are controversial and still poorly documented in the jaw bones,
the mandible in particular.

The aim of our study was to investigate, during aging and in a rodent model of osteoporosis
(adult ovariectomized rat), the relationships between the changes in the bone microstructure,
the marrow fat content and its distribution in the mandibular site in comparison with a
reference site, the tibia. The bone microstructure, the bone marrow fat content and its
distribution after osmium tetroxide staining were analyzed by a specific X-ray microfocus
tomography approach in the mandible in the teeth-bearing area (alveolar bone) and in the
condyle. During aging, neither bone nor bone marrow alterations have been observed. In
contrast, estrogen deficiency did lead to more important bone loss (+35%) in the tibia than in
the mandible associated with site-specific microstructural and BMAT modifications. Indeed,
in comparison with the tibia, a low BMAT content (<10% of marrow volume) was found in the
alveolar bone as well as in the condyle. Compared to tibia which reveals a clustering of the
marrow adipocytes at the trabecular bone surface, the mandibular BMAT content was
homogeneously distributed and located further away with almost no contact with the
trabecular bone surface. In conclusion, our results indicate a moderate bone loss in the
mandible compared to the tibia associated with an increase in the BMAT content whose
distribution within the marrow spaces is not modified in contrast to tibia. We hypothesize that
a differential bone turn-over rate, biomechanical stress may explain in part the mandibular
physiopathological specificities reported. Further studies will be needed to precise the impact
of such alterations on bone quality at the molecular and elemental level, as well as to depict

the mechanisms of dialog between osteoblasts and adipocytes.

Keywords: Jaw bones; Bone microstructure; Bone marrow adipose tissue; Osmium tetroxyde

staining; X-ray microtomography.




AVANT-PROPOS

Ce travail de thése a été réalisé au sein du laboratoire de Physiopathologie
des Maladies Osseuses Inflammatoires, PMOI — EA 4490 de Lille, sous la direction
du Professeur Guillaume PENEL et la co-direction du Docteur Cécile OLEJNIK.

Ce manuscrit est composé d’une introduction générale qui présente les
principales caractéristiques de I'ostéoporose au sein du squelette, suivie d’'un état de
I'art ciblant les spécificités du site mandibulaire et les réles de I'adiposité médullaire
comme acteur émergent dans la régulation du meétabolisme osseux. Dans ce
contexte, ce travail a vocation a décrire les altérations ostéo-médullaires au sein de
la mandibule dentée (os alvéolaire) et non dentée (condyle) observées au cours du
vieillissement et de l'ostéoporose post-ménopausique dans le modéle de la ratte

adulte ovariectomisée.

Pour cela, un protocole original d’analyse d’images par microCT permettant
la visualisation et la quantification de parameétres de microarchitecture osseuse d’'une
part, et d’adiposité médullaire et sa répartition au sein de la moelle aprés marquage
a 'osmium (agent de contraste) d’autre part, a été développé et donné lieu a une
publication. La comparaison de la microarchitecture osseuse et du contenu adipeux
meédullaire et sa répartition au sein des différentes localisations squelettiques
d’intérét (mandibule, tibia) a baseline (6 mois d’age) est présentée. Les variations de
la microarchitecture osseuse, du contenu et de la distribution adipeuse médullaire
observés au cours du vieillissement et de l'ostéoporose aprés ovariectomie font

I'objet d’'une deuxiéme partie (article en préparation).

Enfin, une analyse critique des principaux résultats obtenus et des limites du
modele est discutée, mettant en avant lintérét de ce travail qui ouvre plusieurs
perspectives et questions scientifiques intéressantes sur le role local des adipocytes
médullaires et de leurs médiateurs dans le remodelage osseux et la minéralisation de

la mandibule.
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INTRODUCTION GENERALE

L’ostéoporose post-ménopausique est une maladie fréquente et généralisée
du squelette qui se caractérise par une perte de masse osseuse et des altérations
multi-échelles « site-spécifiques » de la structure des os, les rendant plus fragiles et
plus susceptibles a la fracture (1-3). Ces altérations squelettiques, aussi bien
quantitatives que qualitatives, sont décrites le plus souvent au niveau des sites de
fractures, a savoir sur les os longs du squelette appendiculaire (extrémité supérieure
du fémur en particulier) et les os du squelette axial (vertébres). En revanche,
I'existence d’'une ostéoporose du squelette cranio-facial est encore aujourd’hui
débattue. La prévalence estimée de l'ostéoporose est située entre 9 et 38% chez les
femmes et 1 a 8% chez les hommes soit environ 49 millions d’individus dans le
monde (4), dont 5.5 millions atteints en Europe (5). Par ailleurs, les données
démographiques et épidémiologiques illustrent un contexte de vieillissement de la
population (estimation INSEE pour la France: 70 millions d’habitants en 2050 dont
25% aura alors plus de 60 ans). Cela justifie I'intérét croissant a mieux connaitre les
modifications propres liées au vieillissement et aux pathologies qui y sont associées.
En particulier, mieux comprendre |'ostéoporose et ses conséquences sur les tissus
oraux afin de mieux traiter les besoins de la population gériatrique et maintenir des

fonctions orales efficaces le plus longtemps possible reste un enjeu prioritaire (6,7).

L’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS) définit 'ostéoporose sur des
criteres principalement ostéo-densitométriques (T-Score > 2.5 Déviation Standard),
évalués a la hanche et au rachis lombaire par absorptiométrie biphotonique a rayons
X (DEXA). Le diagnostic positif s’établit sur la base de ces références (8,9). En effet,
au cours de l'ostéoporose, un déseéquilibre du remodelage osseux conduit a une
diminution site-spécifique de la densité minérale osseuse (DMO). Néanmoins, les
altérations qualitatives osseuses et la composition adipeuse médullaires ne sont que
tres peu évaluées en pratique clinique courante, bien qu’elles constituent des
sighaux d’alerte de la maladie (10,11). Alors que l'ostéoporose dite « primaire » est
principalement observée chez les sujets ageés, en particulier chez la femme
ménopausée (carence cestrogénique) et en moindre proportion chez les hommes

(carence androgénique), on observe également la survenue d’'une ostéoporose



Introduction

« secondaire », aussi bien chez les sujets agés que chez les sujets jeunes,
consecutive a la coexistence de pathologies associées (anorexie mentale,
hyperparathyroidie, ostéogenése imparfaite...), a une immobilisation prolongée
(alitement), a l'absence de pesanteur (voyage dans l'espace), ou encore a
'administration de certains traitements (corticoides) (12). Plus récemment, un
nombre croissant de publications liées a l'adiposité meédullaire reflete un intérét
grandissant a mieux comprendre son implication dans la régulation du métabolime

osseux au sein du micro-environnement ostéo-médullaire (13—18).

L’'impact de l'ostéoporose sur la région squelettique cranio-faciale, et en
particulier alvéolaire, demeure encore aujourd’hui sujet a controverse (19). Les os
constitutifs de cette région (maxillaire et mandibule), qui hébergent les organes
dentaires, présentent des spécificités anatomiques (répartition cortico-spongieuse) et
fonctionnelles (activité masticatoire) par rapport aux autres os du squelette. Bien que
les données semblent contradictoires selon les études, une corrélation positive a été
rapportée entre la densité minérale osseuse (DMO) évaluée par DEXA a la hanche
chez des patientes atteintes d’ostéoporose post-ménopausique et la DMO évaluée
par scanner au niveau de I'os alvéolaire & mi-hauteur de la 1% molaire et de I'os
basal mandibulaire aprés ajustement avec I'age, l'origine ethnique, les antécédents
de substituts hormonaux et calciques ou encore le tabac (20,21). Une corrélation
faible entre la DMO mesurée a la hanche et au rachis et I'épaisseur corticale
mandibulaire mesurée a partir de panoramiques dentaires ou de radiographies intra-
orales a été montré dans I'étude multicentrique européenne OSTEODENT, conduite
au sein d’'une large cohorte de 665 femmes ménopausées (22,23). Concernant le
lien entre la DMO et la perte des dents, les données de la littérature sont
contradictoires et peu nombreuses. Néanmoins, dans I'étude OSTEODENT, il a été
retrouvé un nombre de dents perdues plus élevé chez les patientes ostéoporotiques
en comparaison avec les femmes ostéopéniques ou présentant une DMO normale
(24,25). Dans ce contexte, nous eémettons I'hypothése que les meécanismes a
I'origine de la perte osseuse au cours de I'ostéoporose pourrait étre déclenchée par
des variations du contenu adipeux médullaire en site mandibulaire ; parametre
insuffisamment exploré cliniquement mais rapportée comme pouvant constituer un

potentiel marqueur précoce de la survenue et de la progression de la pathologie.
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Les tissus osseux et médullaires constituent des tissus conjonctifs hautement
spécialisés qui présentent, par leur action synergique, trois fonctions principales
(26,27) :

1. un rdéle biomécanique assurant la protection mais aussi le soutien et la mobilité du

corps en association avec les muscles squelettiques.

2. un réle métabolique via un remodelage permanent tout au long de la vie, assuré

par les ostéoblastes (OB) et les ostéoclastes (OC), issus des précurseurs
meédullaires.

3. un réle dans I'hématopoiése assuré par la moelle ou siege la synthése des

lignées cellulaires du sang et le stockage des cellules progénitrices

(hématopoiétiques et mésenchymateuses) (28).

Le tissu osseux possede une organisation structurale composite et multi-
échelle qui contribue a assurer ses fonctions majeures. Cette organisation
hiérarchisée permet aussi une certaine déformation, nécessaire a assurer ses

fonctions biomécaniques (29).

l. La mandibule : un os specifique ?

La mandibule, os irrégulier impair constituant la partie antéro-inférieure du
squelette cranio-facial, est une entité du squelette axial qui assure, avec le maxillaire,
'ancrage des organes dentaires grace aux tissus parodontaux : os alvéolaire,
ligament alvéolo-dentaire, cément radiculaire (30,31). Cette interface dynamique et
labile constitue une articulation fibreuse spécifique (gomphose) et représente une
caractéristique fonctionnelle unique au sein du squelette (32,33). La mandibule est
composée d’un corps mandibulaire en forme d’arcade dans le plan horizontal
(secteur denté) et de branches montantes postérieures ou ramus (secteur non denté)
a I'aplomb desquelles est située la zone articulaire condylaire avec la base du crane
au niveau de los temporal (Fig. 1). Le corps mandibulaire est divisé

topographiquement en deux parties : le processus alvéolo-dentaire (os alvéolaire),
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support des dents et I'os basal au-dela des apex dentaires (34). Dans la mandibule,
I'ossification est mixte a partir du cartilage de Meckel avec un mode d’ossification
enchrondral au niveau du ramus et du condyle et un mode d’ossification intra-

membraneux au niveau du corps mandibulaire (os alvéolaire et basal).
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Figure 1: Squelette axial et appendiculaire: Morphologie du squelete

mandibulaire humain (diphyodontie), images libres de droit (licence creative commons @)

La microarchitecture osseuse et les propriétés structurales de I'os alvéolaire
et du condyle varient au cours de la morphogenése dento-alvéolaire (35), mais aussi
en réponse au stress mécanique chronique exercé par l'activité masticatoire (36), a
I’'hypofonction occlusale (édentement, consistance des aliments ingérés, malnutrition
(37,38)), au mouvement/déplacement des dents (39-41) ou encore a la perte des
dents (42). Ces modifications résultent d’'un remodelage constant influencé par des
facteurs locaux (occlusaux) et systémiques (hormonaux) (43). Le turn-over alvéolaire
a été décrit comme étant jusqu’a 4 fois supérieur a celui de 'os basal (44—46). Aussi,
'os alvéolaire se caractérise par une résorption physiologique irréversible apres la

perte d’'un organe dentaire : remaniement post-extractionnel (47).
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Sur le plan embryologique, le squelette cranio-facial se distingue par une
origine propre issue des crétes neurales (ectodermique), a la différence des autres
os du squelette axial et appendiculaire (mésodermique) (48,49). Aprés co-culture
d’'un nombre identique de cellules progénitrices issues des crétes neurales et du
mésoderme, Leucht et al.ont rapporté une plus grande capacité de prolifération des
cellules progénitrices mésordermiques mais une capacité de différenciation plus
rapide des cellules progénitrices issues des crétes neurales. Ces spécificités, a
I'origine d’'un potentiel ostéogénique supérieur des cellules progénitrices issues des
crétes neurales, ont été confirmées in vivo par des expériences de greffe
homo/hétérotopiques de cellules progénitrices dans la mandibule et le tibia apres
Iésion osseuse standardisée chez le rongeur (50). De plus, ces cellules issues des
crétes neurales sont caractérisées par une plasticité remarquable, y compris chez
'adulte, se traduisant par [l'adoption d'un phénotype cellulaire adapté a
I'environnement local dans lequel elles sont greffées. Cette propriété a été confirmée
dans un modéle animal de cicatrisation (enchondral) aprés fracture mandibulaire
provoquée dans lequel les cellules progénitrices recrutées se différencient en

chondrocytes.

Par ailleurs, les données de I'anatomie comparée et de la biologie de
I'évolution rapportent que les os du squelette cranio-facial issus du 1°" arc pharyngé,
en particulier la mandibule, n’expriment pas les génes de développement « Hox »,
inhibiteurs de la formation osseuse des maxillaires (51-53). Or, I'expression
combinée de ces genes Hox, bien conservée chez les espeéces, intéressent tous les
autres os du squelette au cours du développement. L’analyse du transcriptome de la
mandibule montre que, bien que la majorité des transcrits (84%) soient communs
entre la mandibule et les os longs (54), les différences de profil d’expression régulant
la formation osseuse des lignées cellulaires issues de chaque localisation
squelettique pourraient expliquer 'impact différentiel sur le remodelage osseux, la
réparation post-fracturaire mais aussi la microarchitecture osseuse entre les sites
squelettiques (55,56). De plus, chez la souris comme chez le rat, 'expression de
protéines matricielles amélaires (amélogénine, améloblastine) dans I'os alvéolaire
pourrait également contribuer a expliquer les spécificités microarchitecturales

osseuses et les différences de niveau de minéralisation en site mandibulaire, en
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particulier un volume osseux et une épaisseur des travées plus importants ainsi

gu’une densité trabéculaire plus élevée que celle des os longs (57,58).

Le squelette cranio-facial, en particulier maxillaire et mandibulaire, se
distingue donc par une origine embryologique distincte (ectoblastique), un mode
d’ossification mixte (intra-membraneux au niveau du corps mandibulaire et
endochondral au niveau du condyle), une croissance interne centrée sur les
dérivés ecto-mésenchymateux a I'origine des futurs organes dentaires, et un turn-
over osseux élevé et modulé localement par les sollicitations fonctionnelles

dentaires.

1. Relation ostéo-médullaire dans la mandibule

Sur le plan structural, la mandibule présente une répartition osseuse cortico-
spongieuse hétérogéne (corps mandibulaire, ramus, condyle) mais aussi une
variation de sa longueur et de son épaisseur au cours de sa formation et des
sollicitations fonctionnelles qui contribuent de maniére inégale a sa solidité (59). L'os
trabéculaire se caractérise par des travées osseuses interconnectées formant un
réseau tridimensionnel au contact du tissu médullaire. Dans la mandibule, ce réseau
trabéculaire a une densité relative élevée (50-70% vs 10-50% dans les os longs).
Son réle est essentiellement métabolique du fait de sa surface d’échange importante
avec les tissus interstitiels et en raison de son remaniement plus rapide (d’un facteur
4 a 5) par rapport a l'os cortical. Il participe également aux propriétés mécaniques
par sa résistance a la compression (60). L'os cortical posséde une structure plus
compacte assurant essentiellement un role de protection contre les stimulations
mécaniques avec une densité relative moyenne dans la mandibule de 85 a 95%. La
porosité corticale est principalement due a la présence de vaisseaux sanguins mais
aussi a l'interconnexion des cellules ostéocytaires. Avec un turnover plus lent (~1-
2%l/an), il differe également de l'os trabéculaire par une maturité tissulaire plus
importante (61). Les paramétres micro-architecturaux trabéculaires et corticaux,
analysés par microtomographie a rayons X (microCT), sont modifiés de maniére site-
spécifique au cours du temps, de l'activité du remodelage et de divers contextes

physiopathologiques tels que I'ostéoporose (62).

11
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Le micro-environnement médullaire participe a ces modifications de la
microarchitecture par I'action régulatrice des constituants de la moelle osseuse dans
la balance ostéo-formation/ostéo-résorption (63,64). Parmi les constituants de la
moelle osseuse, les adipocytes médullaires sont les cellules stromales différenciées
les plus abondantes de la moelle osseuse adulte humaine (65). Bien que la moelle
osseuse mandibulaire contienne une proportion en cellules stromales médullaires
(BMSCs) inférieures aux os longs, divers auteurs ont rapporté des caractéristiques
uniques de ces BMSCs au niveau oro-facial (66,67). En effet, comparativement a
leurs homologues au niveau de la créte iliaque, les BMSCs humaines mandibulaires
et maxillaires proliferent plus rapidement, ont une sénescence retardée, expriment
des taux plus élevés de phosphatase alcaline et accumulent davantage de calcium in
vitro. Ces cellules forment également plus d’os in vivo et sont plus sensibles aux
inductions ostéogéniques (68). De plus, d’autres auteurs ont montré que les BMSCs
mandibulaires présentent un potentiel ostéogénique supérieur, ainsi qu'un potentiel
adipogénique inférieur comparativement a leurs homologues en site iliaque (69) et
dans le tibia (70). Les BMSCs maxillaires et mandibulaires traitées avec de
'adiponectine orientent leur différenciation préférentiellement vers la voie
ostéogeénique par activation de la voie de signalisation des Mitogen-Activated Protein
Kinases (MAPK), impliguée dans le métabolisme des acides gras (76). Ces
nombreuses intéractions au sein de la niche ostéo-médullaire mandibulaires,
impliquant  ladiposité = médullaire et ses médiateurs commes acteur
paracrine/endocrine (77,78) démontrent l'intérét a mieux comprendre la formation et

la fonction de I'adiposité médullaire en site mandibulaire.

La différenciation et le devenir de ces BMSCs peuvent également étre
régulés localement par la matrice osseuse via les ostéocytes (71,72), principales
cellules mécano-sensorielles du tissu osseux dont la densité reflete le niveau de
remodelage osseux (73,74). Dans la mandibule, la sécrétion de sclérostine par les
ostéocytes matures en réponse a I'’hypofonction occlusale (modele d’édentement
chez le rat) ou a la déficience hormonale en cestrogéne (modéle d’ovariectomie)
induit une adipogenése accrue associée a une inhibition de la formation osseuse via
l'inactivation de la voie Wnt/B-catenin dans les BMSCs (inhibition de la différenciation
des BMSCs en OB matures) et conduit ainsi a une perte osseuse (75). La diminution

de sécrétion de sclérostine in vivo par des méthodes génétiques ou
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pharmaceutiques ou encore par stress mécanique, entraine une moindre adiposité
meédullaire, suggerant un réle direct du géne codant pour la sclerostin (SOST) dans
la régulation du devenir des progéniteurs adipocytaires issus de la moelle osseuse
(71,72,75).

Ce qu’il faut retenir :

La mandibule un os spécifique ?

v Os irrégulier doté d’'une microarchitecture cortico-spongieuse dense.

v’ Interface dynamique os alvéolaire-dent par une articulation de type
gomphose, unique au sein du squelette.

v' Taux de remodelage élevé.

v Différenciation préférentielle des BMSCs mandibulaires vers la voie
ostéogeénique.

v' Capacité de différenciation plus rapide des BMSCs mandibulaires vs
BMSC:s tibiales.

13
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l. L’adiposité médullaire : nouvel acteur dans ’homéostasie

osseuse ?

1. Origine de I’adiposité médullaire (BMAT)

L’adiposité médullaire a été décrite initialement par des anatomistes a la fin
du XIX®™ siecle. Les premiéres constatations de la moelle chez des individus
décédés des suites d’'une intoxication arsenicale font état d’'une infiltration graisseuse
meédullaire importante associée a une pénurie des constituants hématopoiétiques
(79). Ces observations, longtemps mises de c6té, ont repris de lintérét dans la
seconde moitié du XX°™® siécle avec le développement de la chimiothérapie dans le
cadre de pathologies hémorragiques (anémie aplasique) et la découverte d’'une
relation étroite entre les adipocytes médullaires et les cellules sanguines (80).
Diverses études ont ensuite décrit une relation inverse entre le contenu adipeux
médullaire et I'activité hématopoiétique (81,82), émettant I'hypothése que cette
infiltration adipeuse était une réserve métaboliquement inactive comblant I'espace
inoccupé par les cellules sanguines. L’intimité de contact entre les cellules osseuses
et les cellules adipeuses de la moelle constitue une cohabitation unique chez les
mammiferes (83,65,84,85,77). Bien que leurs fonctions soient différentes, ces
cellules proviennent d'une méme cellule progénitrice: la cellule souche

mésenchymateuse (CSM) (Fig.2).
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Figure 2 : Principaux réles attribués aux adipocytes médullaires (Hardouin.P, 2012)
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Malgré les progrés réalisés ces derniéres décennies, notamment grace a
I'imagerie, de nombreuses questions relatives a I'adiposité médullaire demeurent, en
particulier :

1. L’origine des adipocytes médullaires est toujours controversée (capacité des
cellules bordantes de se différencier en adipocyte non démontrée a ce jour).

Les mécanismes qui régulent la conversion adipeuse médullaire.

Les caractéristiques phénotypiques des adipocytes médullaires restent mal

connues a ce jour (18)

2. Adipogeneése et différenciation adipocytaire

La conversion adipeuse (moelle rouge-moelle jaune) physiologigue comme
induite par divers contextes pathologiques est connue de longue date (86,87). Au
sein de la moelle du squelette appendiculaire et axial, la répartition moelle rouge
(hématopoiétique)/moelle jaune (adipeuse) est hétérogéne (88-93). A la naissance
principalement hématopoiétique, la moelle osseuse est composée majoritairement
de graisse chez l'adulte, représentant jusqu’a 70% du volume de moelle, soit 5 a
10% du poids total de masse grasse de l'organisme (94,95). La moelle adipeuse
présente dés la naissance (constitutive) au nvieau des sites distaux du squelette
appendiculaire est préservée chez les vertébrés (ex : souris, rats, lapins et humains)
(96). Aprés la puberté, le taux de renouvellement adipocytaire est relativement faible,
évalué a moins de 10%/an (97). Cette conversion adipeuse médullaire progressive
avec l'age pourrait traduire un mécanisme compensatoire au cours duquel les
BMSCs s’engagent dans une voie de différenciation adipogénique plutét
gu’'ostéogénique. Cependant, les mécanismes régulant cette balance
adipogenése/ostéogenese restent mal connus (98-101). Cette conversion adipeuse
médullaire a été étudiée initialement de maniére empirique par Emery et Follett,
hématologues, avant et aprés la naissance de nouveaux-nés prématurés ne
présentant aucune dyscrasies sanguines ni déformations cardiaques au niveau de
prélevements nécropsiques des 2emes orteils (102). lls ont rapporté d’'importantes
modifications volumiques des cavités médullaires d’un individu a un autre et ont
décrit une conversion adipeuse médullaire débutant généralement avant le terme (40

semaines d’aménorrhée), plus marquée entre 6 et 10 semaines apres la naissance
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au niveau de cette extrémité du squelette, jusqu’au remplacement graisseux intra-
médullaire presque complet a partir de 8 mois-1 an. Dans la mandibule, la
conversion adipeuse médullaire a été décrite par Yamada et al., comme étant plus
tardive dans le condyle par rapport au corps mandibulaire (103). Burkhardt et al. ont
rapporté une diminution du volume osseux trabéculaire et du nombre de capillaires
intra-médullaires en site iliaque associée a une augmentation de [I'adiposité
meédullaire avec I'age, l'anémie et l'ostéoporose, confirmant ainsi les premiéres
observations de Meunier en 1971 (81). De plus, ces variations ostéo-médullaires
étaient négativement corrélées avec les paramétres de résorption osseuse dans le
cas de fractures associées, laissant suggérer une relation étroite entre remodelage
osseux, vascularisation et hématopoiese et adiposité médullaire (104). Les
adipocytes varient en taille et en nombre dans divers contextes de dysplasie
meédullaire. En parallele, une hématopoiése accrue stimule la lipolyse des
précurseurs hématopoiétiques (105). Dans le modéle de sénescence accélérée chez
la souris (SAMP), une augmentation de I'adipogenése associée a une diminution de
I'ostéoblastogenése a été rapportée dans le fémur et le tibia, laissant suggérer un
« switch » dans la différenciation des cellules progénitrices de la moelle osseuse au

cours du vieillissement provoqué (106).

L’adipogenése médullaire est un processus dynamique et adaptatif aux
besoins énergétiques, et elle peut étre modulée en fonction des conditions locales au
sein de la niche médullaire mais aussi systémique. Chez les patientes atteintes
d’anorexie mentale, malgré 'absence de graisse périphérique, la moelle osseuse est
remplie d’adipocytes (107). La régulation centrale de 'adipogenése médullaire a été
étudié dans le modele de rats hypophysectomisés dans lequel la déficience en
hormone de croissance conduit a une augmentation des lipides osseux (triglycérides
et cholesterol) et de I'adiposité médullaire (108). Aussi, au cours de certaines
situations physiologiques (sujets obéses, marathoniens, fumeurs) comme
pathologiques (anémies chroniques, hémopathies malignes: leucémies
aigues/myeélome), une reconversion médullaire (moelle jaune-moelle rouge) associée
a une augmentation du volume meédullaire dans le squelette appendiculaire et axial a
été rapportée, y compris dans le squelette cranio-facial (100,109). Les mécanismes
centraux et locaux qui régulent cette conversion/reconversion adipeuse médullaire

au cours du temps sont encore aujourd’hui mal connus.
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3. Caractéristiques phénotypiques des adipocytes

médullaires

En paralléle, de nombreux travaux ont été conduits pour caractériser les
propriétés phénotypiques de cette population cellulaire qui demeure encore
largement sous-étudiée. Ainsi, en 1976, Tavassoli a identifié deux types
d’adipocytes médullaires : ceux disséminés au sein de la moelle rouge, qui
disparaissent en réponse a l'expansion du tissu hématopoiétique suite a une
hémolyse, et les autres, semblables aux adipocytes blancs extra-médullaires et
regroupés en amas plus compacts, constituant la moelle jaune (86,110). Les
adipocytes médullaires divergent ainsi quant a leur phénotype et a leur réponse aux

stimuli en fonction de leur localisation dans l'os et la moelle.

Scheller et al. ont décrit, plus récemment, deux types d’adiposité médullaire
chez les rongeurs avec des caractéristiques uniques selon la souche considérée
(souris C3H/C57BI6) : une adiposité dite « constitutive », présente dés la naissance
et localisée dans les extrémités distales et les vertebres caudales, et une adiposité
« régulée », adjacente a la moelle hématopoiétique et localisée dans les extrémités
proximales ; cette derniére ayant la capacité de se contracter en réponse a des

stimuli environnementaux et nutritionnels (16,111).

Les adipocytes médullaires matures accumulent dans leur cytoplasme,
représentant ~90% du volume cellulaire (112), des triglycérides (AG saturés) avec
un degré de lipotoxicité élevé (113,114). lls sécretent aussi des adipokines dont le
réle complexe sur le métabolisme osseux a été récemment évoqué : I'adiponectine
(78), la leptine (115,116) ou encore la chémérine (117). La libération de ces facteurs
paracrines a une action modulatrice dans le micro-environnement médullaire local,
sur ’lhématopoieése mais aussi sur le recrutement et la différenciation des OB et des
OC (118,119).
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4. Propriétés connues des adipocytes médullaires

L’étude des adipocytes médullaires chez 'Homme et chez les animaux a

contribué a définir 'adiposité médullaire comme un tissu spécifique et labile (capable

de

trans/dé-différenciation), distinct des autres amas adipeux jusqu’alors

référencés (adipocytes blancs sous-cutanés, péri-viscéraux, adipocytes bruns) (119)

caractérisé par :

v

Une conversion physiologique lente a partir de la naissance, voire
légérement avant qui se poursuit jusqu’au remplacement de tout ou partie du
tissu hématopoiétique selon les sites squelettiques.

Une localisation site-spécifique (96,120,121).

Une composition cellulaire particuliére, adipocytes chargés en lipides plus
ou moins saturés (coloration positive a la périlipine) et distincts de simple
dépdbt de gouttelettes lipidiques.(113,122).

Une adipogénése adaptative et dynamique face aux stimuli métaboliques
(ex: high fat diet, obésité, malnutrition, anorexie mentale), hormonaux (ex :
carence oestrogénique, diabéte, absence de signalisation par la PTH),
thérapeutiques (post-chimiothérapie) ou environnementaux (ex : exposition au
froid, immobilisation prolongée) (88,98,99,123—-125).

'expression de marqueurs aussi bien adipeux qu’osseux, notamment le
ligand du récepteur activateur de NF-kB (RANKL) (126) mais pas ceux des
adipocytes bruns : les adipocytes meédullaires n’expriment pas la protéine
découplante du tissu adipeux brun (UCP1).

un déséquilibre de la balance ostéo-formation/ostéo-résorption dans le
cas d'’infiltration adipeuse médullaire au profit de la résorption et aux dépens
de la formation (104,127).

une action métabolique endocrine par la sécrétion dadipokines

(adiponectine, leptine, chémérine notamment) (78,128-131).
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5. Distribution squelettique de I’adiposité médullaire

Au cours des dernieres décennies, les tissus adipeux ont révélé leur diversité
de composition cellulaire, de localisation anatomique et de fonctions (83). Parmi les
dépdbts graisseux de l'organisme, le tissu adipeux de la moelle osseuse se distingue
comme un dépbt unique au regard de la taille, la distribution et la fonction
métabolique des adipocytes (14,111). La présence de ce tissu adipeux et sa
conversion physiologique dans la moelle osseuse était connue de longue date grace
a I'histomorphométrie et a 'IRM mais a été étonnamment peu étudiée dans le

squelette cranio-facial.

La répartition de l'adiposité médullaire dans le squelette est un processus
étroitement régulé avec des spécificités de sites. Chez les rongeurs, le contenu et la
composition de l'adiposité médullaire ont été rapportés comme étant répartis
differemment entre la métaphyse distale et proximale du tibia (96) mais également
entre les vertébres lombaires et caudales. En revanche, trés peu de données sont
disponibles quant au contenu adipeux médullaire et a sa distribution en site
mandibulaire. Dans la mandibule, deux zones fonctionnelles caractérisées par un
remodelage osseux élevé ont été identifiés chez le rat : la créte alvéolaire et le
condyle (132). Yamada et al. ont établi que la conversion de la moelle
hématopoiétique a la moelle grasse chez les jeunes sujets se produit d'abord dans le
corps mandibulaire, suivi par le ramus, et enfin dans le condyle (103). Le contenu
adipeux médullaire au niveau de la mandibule, en présence ou en absence de dents,
demeure a ce jour inconnu chez les adultes, limitant notre compréhension des
mécanismes mis en jeu au cours du vieillissement, mais aussi des nombreuses
pathologies ostéorésorbantes telles que |'ostéoporose ou encore les maladies
parodontales. Bien que l'origine, le développement et la fonction de l'adiposité
médullaire soient partiellement élucidés, son importance dans les interactions os-
graisse est aujourd’hui d’un intérét clinique grandissant (15,133). Les données
cliniques montrent que la composition adipeuse médullaire joue également un réle
dans I'hnoméostasie du squelette (134-136). Des études récentes, chez 'Homme

comme dans les modéles animaux, suggerent une relation proportionnelle entre la
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quantité d’adiposité médullaire et la survenue de diverses pathologies ostéo-
résorbantes (122,137).

Par ailleurs, au cours du vieilissement, une augmentation du contenu
adipeux médullaire a été observée en site iliaque et rapportée comme étant
inversement corrélée au volume osseux trabéculaire (88). L'activité de remodelage
osseux semble étre modulée par le microenvironnement médullaire local adjacent a
la surface de I'os trabéculaire (113,138). L'importance de la signalisation paracrine
du tissu adipeux médullaire, démontrée au sein de notre laboratoire par co-culture in
vitro, suggeére que les adipocytes peuvent affecter les cellules osseuses de voisinage
en favorisant leur trans-différenciation (ou reprogrammation) (139). De plus, Li et al.
rapportent que les sites squelettiques avec une composition principalement
adipeuse, comme les vertébres caudales ou le tibia distal, ne subissent pas
d'ostéopénie trabéculaire (140). Compte tenu de cette variabilité, la relation entre les
modifications de microarchitecture osseuse et la proximité du contenu adipeux
meédullaire semble devoir étre appréhendée de fagon distincte selon le site.
Cependant, la difficulté d’accéder au contenu adipeux médullaire in vivo de maniére
non invasive freine notre compréhension de son implication suggérée dans la perte

osseuse.

Ce qu’il faut retenir :

I’adiposité médullaire : nouvel acteur dans ’lhoméostasie osseuse ?

v |l existe une corrélation négative entre la DMO et le contenu adipeux
meédullaire.

v Distribution de I'adiposité médullaire différente au sein du squelette et au
sein d’un os.

v Discrimination des différents profils d’adipocytes médullaires et de leur

impact sur la physiopathologie osseuse non connus ce jour.

20



Etat de 'art

. Implication de I’adiposité médullaire dans la perte osseuse ?

1. Mécanismes généraux de perte osseuse au cours du

vieillissement et de I’ostéoporose

La perte osseuse résulte d’'un déseéquilibre du remodelage osseux avec des
mécanismes physiopathologiques distincts au cours du vieilissement et de
I'ostéoporose. Dans les deux cas de perte osseuse, la différenciation des cellules
progénitrices au niveau trabéculaire est influencée par le microenvironnement local
meédullaire (141).

Dans le cadre de I'ostéoporose post-ménopausique, une résorption osseuse
accrue liee a une augmentation du nombre d’OC et de leur recrutement associée a
une augmentation du nombre d’'OB non fonctionnels et a leur apoptose a été
rapportée (142). La perte osseuse résultant de cette résorption osseuse plus
importante est d’abord rapide (143-145). Chez la femme, dans les 5-10 ans qui
suivent la ménopause, la perte osseuse trabéculaire est estimée a ~4 a 6%/an
(associée a une perte de la connectivité et de la densité trabéculaire) et la perte
osseuse corticale est évaluée a ~1-2%/an. Aprés cette période, la perte osseuse

cortico-spongieuse est plus lente (~1-2%/an) dans les 2 compartiments.

2. Place de ’adiposité médullaire dans la perte osseuse

Chez 'Homme, la quantité d’adiposité médullaire est inversement corrélée a
la quantité d’'os dans les os longs (squelette appendiculaire) et les vertébres
(squelette axial) dans un certain nombre de contextes physiopathologiques :
vieillissement (88), immobilisation prolongée (146), ostéonécrose de la téte fémorale
(ONTF) (147), ostéoporose post-ménopausique (122,148,149), anorexie mentale
(150,151), myélome multiple et autres hémopathies malignes (152-154). Une
corrélation positive entre le volume de moelle osseuse et la surface de résorption

osseuse a été décrite apres analyse histomorphométrique de biopsies de crétes
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iliaques issues de sujets atteints de fracture de la hanche. Paradoxalement, dans
cette méme population d’étude, une corrélation négative faible a également été
rapportée entre le contenu adipeux médullaire et la surface de résorption osseuse
(104). Cette augmentation d’adiposité médullaire est également rapportée dans de
nombreux modeles animaux de vieillissement (106), d’ovariectomie (155), de
restriction calorique (156) ou d’administration de glucocorticoides (157). L’adiposité
meédullaire est donc considérée comme un marqueur pertinent de l'intégrité et de la
solidité osseuse. Cependant, les variations de localisation anatomique et les
difficultés de visualisation de l'adiposité meédullaire ont limité la compréhension de

son implication potentielle dans la physiopathologie osseuse.

Par ailleurs, la composition lipidique des adipocytes médullaires impacte la
perte osseuse. Les apports en graisses issus de I'alimentation favorisent le stockage
d'acides gras (AG) dans le cytoplasme des adipocytes meédullaires. Le degré
d’insaturation des AG et de ses dérivés peut avoir des effets lipotoxiques importants
sur la qualité osseuse (113,158-161). En effet, la DMO a été rapportée comme étant
négativement corrélée a la teneur en graisses saturées (162). Ceci a été confirmé
par Li et al. qui rapportent par spectro-IRM un niveau de graisse saturée plus élevé
dans la moelle osseuse de sujets ayant une DMO faible, suggérant qu’'une meilleure
compréhension de la relation entre la composition de la moelle osseuse et la qualité
osseuse chez I'Homme pourrait permettre d'identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques pour la préservation osseuse (163). Dans le modéle de la ratte
ovariectomisée, la teneur en chaine polyinsaturée et ses métabolites issue de
I'alimentation, connues pour leurs réles dans les processus inflammatoires, sont
impliqués dans la régulation du métabolisme osseux en modulant la prolifération et la
différenciation des cellules progénitrices (164,165). De plus, Belury et al. ont montré
que la supplémentation en acide linoléique (AG polyinsaturé) conduit chez la souris a

une diminution de la fraction adipeuse et un gain de masse osseuse (166—169).
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3. Réle de I’'adipocyte médullaire dans la perte osseuse

L'adiposité médullaire est suspectée contribuer a un déséquilibre du
remodelage osseux par divers mécanismes : le processus d’adipogenese (82,148),
ou encore l'activité endocrine (170-172) et paracrine des adipocytes médullaires
(126). Les adipocytes médullaires sont capables de sécréter RANKL qui favorisent le
recrutement d’OC et le maintien de l'activité ostéoclastique (126) et PPARy qui
favorise la différenciation adipogénique des précurseurs médullaires (173). RANKL,
essentiel a la survie et a la fonction des OC et a la résorption osseuse, est également

augmenté en situation de déficience cestrogénique.

La colocalisation des adipocytes et des ostéoblastes est importante. Il existe
de plus en plus de preuves d'une trans-différenciation des OB en adipocytes a
proximité de la surface osseuse (effet paracrine local). En effet, une sécrétion de
marqueurs adipogeéniques, tels que la leptine ou la lipoprotéine lipase, associée a
une baisse de sécrétion de marqueurs ostéogeéniques, tels que I'ostéocalcine par les
ostéoblastes a pu ainsi étre rapportée, illustrant un dialogue local actif entre OB et

adipocytes (139).

Parmi les adipokines sécrétées par les adipocytes meédullaires, les travaux
de Muragandan et al. ont montré que des taux élevés de chémérine sont retrouvés
chez les patients obéses, ostéoporotiques ou encore atteints de diabéte de type 2
(117). Ainsi, un contexte dyslipidémique mimé par I'administration d’un régime riche
en AG (high fat diet) chez les rongeurs ou chez des souris diabétiques (modéle
db/db) conduit dans la mandibule a une activité ostéoclastique plus importante, a la
présence plus abondante de cathepsine K dans le fluide gingival, ainsi qu'a une
perte osseuse (174). De méme, la leptine, adipokine sécrétée par les adipocytes,
protége de la perte osseuse constatée aprés ovariectomie chez le lapin en inhibant

I'expansion du tissu adipeux médullaire (115,175).
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4. Modele de la ratte adulte ovariectomisée

Le rat est un modele classiquement reconnu pour évaluer la
microarchitecture osseuse dans de nombreux contextes physiopathologiques (176).
La ratte ovariectomisée est le modele préclinique de choix pour l'étude des
altérations de la DMO et de la microarchitecture osseuse liée a 'ostéoporose post-
ménopausique (177,178). Sur le plan physiologique, les rattes de souche Sprague-
Dawley atteignent leur maturité sexuelle ainsi que leur pic de masse osseuse a I'age
de 12 semaines (3 mois). Les rats connaissent une croissance squelettique
permanente naturelle en moyenne jusqu'a I'age de 6 mois (179). La croissance
longitudinale de la métaphyse proximale du tibia est ralentie au-dela pour atteindre
~3um/j. La plaque de croissance du tibia proximal disparait vers 15 mois (180). A ce
jour, 6 mois d’age est considéré comme une période adéquate pour étudier les
variations structurales ostéo-médullaires en s’affranchissant de tout facteur

confondant lié a la croissance ou a la sénescence.

La perte osseuse post-ménopausique, mimée chez le rongeur par
gonadectomie, est associée a un taux de remodelage élevé (augmentation du
nombre d'OB et d'OC) qui conduit a un déséquilibre de la balance
ostéoformation/ostéorésorption. Chez 'Homme, la durée de vie des OB et des OC
étant beaucoup plus courte (2 semaines a 3 mois) que la durée de vie des BMU (6 a
9 mois), I'apport constant de nouvelles cellules osseuses (OB et OC) est donc
nécecessaire au fonctionnement du cycle au sein des BMU. Or, 'augmentation du
nombre d’OB recrutés dans ce contexte est insuffisante pour remplacer la matrice

osseuse éliminée par I'action des OC favorisant ainsi la perte osseuse.

Une perte osseuse quantitativement variable selon le site squelettique a été
rapportée aprés ovariectomie mais demeure controversée dans les maxillaires. En
effet, dans la mandibule des rongeurs, la perte osseuse varie de 24 a 75% dans l'os
alvéolaire selon le délai d’observation post-OVX et I'dge d’induction de I'OVX
(120,179). Les altérations microarchitecturales trabéculaires (diminution du volume
osseux associée a une augmentation de la distance inter-travées) et corticales

(diminution de I'épaisseur corticale) sont tardives et n’apparaissent pas avant 9 a 12
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semaines post-ovariectomie (2-3 mois) chez le rat. Ces modifications sont observées
le plus souvent chez des rattes jeunes ovariectomisées entre 2 et 6 mois. Plus le
délai d’'observation post-OVX est important, plus les altérations structurales de l'os
alvéolaire sont marquées. Chez le rongeur, la perte osseuse alvéolaire a aussi été
mesurée par le calcul de la différence de hauteur entre la jonction émail-cément
(collet anatomique) et les bords marginaux osseux meésiaux des 3 molaires (174). De
plus, Ames et al. ont décrit une moindre minéralisation de I'os alvéolaire 2 mois apres
OVX liee a une formation accrue d'os immature attribuée a I'accélération du
remodelage osseux (181). Dans le tibia, 'ostéopénie est plus prononcée dans les
100 premiers jours post-OVX, reflétant une accélération précoce du remodelage

osseux (182).

La relation entre la microarchitecture osseuse et le contenu adipeux
meédullaire a peu été étudiée. La quantification de I'adiposité médullaire chez les
animaux (principalement la souris) a été initialement estimée en comptant les
gouttelettes lipidiques présentes sur des coupes histologiques. Cependant, bien que
considérée comme le gold standard, cette méthode est chronophage, « opérateur-
dépendant » et ne refléte que partiellement les changements topographiques
tridimensionnels. Plus récemment, la visualisation et la quantification du contenu
adipeux medullaire ont été évaluées par une approche microCT couplée au
marquage de I'adiposité médullaire par un agent de contraste (tetroxyde d’osmium)
afin de mieux comprendre son développement au cours des maladies osseuses et
de leurs traitements (183,184). En collaboration avec le laboratoire Prometheus
d’'ingénierie tissulaire squelettique de la Katholieke Universieit de Leuven (Belgique),
nous avons développé un protocole de visualisation 3D et d’analyse d’image
permettant la mesure simultanée des parametres de la microarchitecture osseuse,
du contenu adipeux médullaire et de sa répartition au sein d'une méme région
d’intérét (185,186). Les récents travaux rapportant un réle paracrine de l'adiposité
médullaire sur le métabolisme osseux, notamment par la sécrétion de RANKL par les
adipocytes nous ont amenés a nous intéresser a la distribution de I'adiposité

médullaire et a ses rapports a proximité de la surface osseuse trabéculaire (126).
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Ce qu’il faut retenir :

Implication de 'adiposité médullaire dans la perte osseuse ?

v’ Les adipocytes médullaires sont des acteurs important de la physiologie
osseuse via la production de RANKL (stimulation de
I'ostéoclastogenése) et de PPARYy (inhibition de I'ostéoblastogenése).

v' La composition en lipides des adipocytes médullaires (teneur en AG
saturés) impacte la qualité osseuse.

v Influence du contenu adipeux médullaire et sa répartition au sein de la

moelle sur la microarchitecture osseuse non connue a ce jour.
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CHAPITRE 2 : OBJECTIFS

Dans le contexte d’un intérét croissant a mieux comprendre les inter-relations
entre le contenu adipeux médullaire et les différents niveaux d’organisation tissulaire
osseux (en particulier a I'échelle de la microstructure), ce travail se propose d’étudier
par microCT et en comparaison avec le tibia plus largement étudié, les variations des
parametres de microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire dans la
mandibule dentée (os alvéolaire) et non dentée (condyle) au cours du vieillissement

et dans le modeéle de la ratte adulte ovariectomisée.

Ainsi, nous émettons I'hypothése que les variations du contenu adipeux
meédullaire impactent les modifications microarchitecturales observées au cours du

vieillissement et aprés ovariectomie.

Les objectifs de ce travail de thése sont multiples :
1. Mettre au point un protocole fiable et reproductible permettant I'analyse
quantitative et tridimensionnelle simultanée de la microarchitecture osseuse, du
contenu adipeux médullaire et sa répartition topographique.
2. Etablir des valeurs de référence a baseline (6 mois) pour chaque localisation
squelettique d’intérét tant sur la microarchitecture que sur le contenu adipeux
meédullaire.
3. Evaluer les altérations microarchitecturales et d’adiposité médullaire
observées au cours du vieillissement.
4. Evaluer les altérations microarchitecturales et d’adiposité médullaire

observées aprés ovariectomie.
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CHAPITRE 3 : MATERIELS ET METHODES

l. Protocole expérimental

69 rattes Sprague-Dawley agées de 6 mois ont été utilisées dans cette
étude. L'age de 6 mois a été retenu pour s’affranchir des effets de la croissance
(120,179). Les animaux, de poids homogéne (346g + 8.95¢g) avant chirurgie, ont été
opéreés par le fournisseur (Janvier Lab, Laval, France) apres répartition en 3 groupes
distincts (Fig. 4):

e Groupe OVX_AL, groupe de rattes ovariectomisées (n=20), nourri ad libitum

e Groupe OVX-PF, groupe de rattes ovariectomisées (n=20), soumis jusqu’au

terme du protocole a un rationnement alimentaire (pair-feeding) (187)

e Groupe SHAM, groupe de rattes opérées mais non ovariectomisées (n=29),

nourri ad libitum.
Le protocole, référencé sous le n° suivant : APAFIS#4197-2015091514435707, a été

approuvé par le comité national d’éthique en expérimentation animale n°075.

Ao,
== -
OVX-AL n=9 n=
v n=9 n=11
n=20 : : - :
=9 n=9 n=11
SHAM | W . 1 \
n=29 o ' f I
Analyses | paseline M9 post-OVX
post-OVX (6 mois) (10 mois) (15 mois)
n=9 n=27 n=33

Figure 4 : Schéma du protocole expérimental : Suivi a court (M4 post-OVX) et long terme (M9
post-OVX) dans le modéle de la ratte adulte ovariectomisée a I’age de 6 mois. OVX a 6 mois

(triangle bleus). Pair-feeding maintenu jusqu’a la fin du protocole (rectangle rouge).

Les animaux, livrés 8 jours apres la chirurgie, ont ensuite été placés durant

toute la durée du protocole expérimental, en hébergement conventionnel a
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'animalerie du Département Hospitalo-Universitaire de Lille (Fig.5) dans un
environnement contrélé :
e cycles lumiére/obscurité 7h/19h,
e température de la piéce maintenue constante entre 21-25°C,
e cages de type 4 (Lignocel®) avec présence d’élément d’enrichissement du
milieu (tube cartonné),

e acceés illimité en eau

e alimentation dure standard (SAFE A04, Augy, France).

Figure 5: Hébergement conventionnel des animaux a l’animalerie du Département
Hospitalier Universitaire en Ressources Expérimentalres (DHURE, n° agrément

animalerie : B5935010), Faculté de Médecine, Université de Lille.

Dans un souci de réduire leur stress, les animaux ont été placés selon les
recommandations européennes a raison de 3 animaux par cage. Un suivi régulier
des animaux a été mis en place selon les recommandations du guide du bien-étre
animal : observation quotidienne des signes de mauvaise intégration a leur
environnement, de détresse ou de souffrance (troubles du comportement:
prostration, hypo-motricité, perte du pelage, tremblements, automutilation,

stéréotypie, difficultés a s’alimenter et/ou perte de poids...). Un suivi avec une pesée
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quotidienne de la prise alimentaire des animaux et une pesée hebdomadaire des

poids corporels des animaux a été effectué.

Afin de prendre en considération I'hyperphagie transitoire post-chirurgicale et
de "normaliser" les sollicitations biomécaniques liées a la mastication entre le groupe
SHAM et le groupe OVX, un protocole de rationnement alimentaire, également
appelé « pair-feeding », a été mis en place sur 'ensemble de la période de protocole
(40 semaines post-chirurgie, maintenu jusqu'aux sacrifices des animaux). Il a
consisté a nourrir 'un des deux groupes ovariectomisés avec une quantité similaire a
celle ingérée par le groupe SHAM (OVX-PF). L’autre groupe a été nourri de fagon
standard ad libitum (OVX-AL). 9 rattes de chaque groupe ont ainsi été sacrifiees 4
mois apreés la chirurgie (court-terme) et 11 rattes de chaque groupe ont été sacrifiées
9 mois aprés la chirurgie (long-terme). De plus, 9 rattes du groupe controle ont été
sacrifiées 2 semaines aprés la chirurgie. Les animaux ont été sacrifiés par

exsanguination (ponction cardiaque) sous anesthésie.

Il. Préparation des échantillons

Au sacrifice, les os droits des animaux (hémi-mandibule et tibia) ont été
prélevés, mesurés et immédiatement fixés dans la formaline neutre tamponnée
(NBF) a 10% pendant 48h puis placés dans une solution phosphate tampon (PBS)

avant analyses par microtomographie a rayons X (Fig. 6).

Les os gauches (hémi-mandibule et tibia) ont été fixés dans I'éthanol a 70%
pendant 48h avant inclusion en résine polyméthylmétacrylate (PMMA) en vue d’'une
analyse de composition osseuse élémentaire (MEB) et moléculaire

(microspectroscopie Raman).

B AL RN R AR AL LR R LR AR LR AR

Figure 6 : Tibia et hémi-mandibule droits de ratte aprés fixation dans le NBF 10% - Encadré
rouge (zones d’étude) : métaphyse proximale dans le tibia, os alvéolaire de la 1% molaire

(zone dentée) et os trabéculaire du condyle (zone non dentée).
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Une mesure de la longueur des os droits a baseline, M4 et M9 post-chirurgie,
a été effectuée apres fixation avec les reperes anatomiques suivants pour évaluer la
persistance ou non d'une croissance squelettique au cours du temps dans notre
modele :
e De I'épiphyse proximale a I'épiphyse distale pour le tibia

¢ De la pointe incisive jusqu’a I'angle goniaque pour la mandibule

1l. Acquisition et reconstruction d’image par microCT : SCAN1

L’évaluation de la microarchitecture, du contenu adipeux médullaire et de sa
distribution a été réalisée dans les régions trabéculaires de trois sites squelettiques :
1. Dans la portion dentée mandibulaire au niveau de l'os alvéolaire intra-
radiculaire de la 1°™® molaire,
2. Dans la portion non dentée au niveau de la partie centrale du condyle
mandibulaire,

3. Dans la spongieuse secondaire de la métaphyse proximale du tibia.

Les échantillons osseux ont été scannés une premiére fois (SCAN1) pour
permettre I'analyse des paramétres de morphologie osseuse trabéculaire. Les hémi-
mandibules et tibia ont été placés dans un tube porte-échantillon adapté et ont été
scannés a l'aide de I'appareil de microtomographie a rayons X Skyscan 1172 ver.G
(Bruker mCT, Kontich, Belgique). La suite logicielle du fabricant a été utilisée pour les
étapes d’acquisition (Skyscan1172°), de reconstruction (NRecon®), de traitement et

d’analyse (Dataviewer®, CTAN®), et de visualisation (Dataviewer®, CTVox®).

Les parameétres d’acquisition ont été déterminés afin d’optimiser la distinction
des structures analysées, en concordance avec les indications du fabricant : une
taille de pixel isotropique de 10um?, une tension d’accélération de 80 kVp, une
intensité du courant de 100uA, un filtre physique AI-Cu pour réduire l'effet de
durcissement de faisceau, un temps d’exposition 2400ms/cliché avec une moyenne
de 3 clichés par rétro-projection, un pas de rotation de 0.5° pour une rotation de

I'’échantillon de 180°.
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Les paramétres de reconstruction suivants ont été déterminés afin de
distinguer le compartiment minéralisé osseux du compartiment non minéralisé
correspondant a la moelle osseuse, en concordance avec les indications du fabricant
: un alignement automatisé des rétro-projections, un filtre numérique Gaussien
(valeur dans NRecon®: 2), un algorithme de réduction des artéfacts en anneaux
(valeur RAR dans NRecon®: 6), un algorithme de correction de durcissement de
faisceau (valeur BHC dans NRecon®‘ 50%), une plage dynamique de niveau de gris
fixe adaptée a chaque site (os alvéolaire : 0-0.06 ; condyle : 0-0.04 ; tibia proximal :

0-0.04), un format d’image bitmap (.bmp) de 8 bits.

V. Protocole de marguage de ’adiposité médullaire au tétroxyde

d’osmium

Nous avons réalisé des essais préliminaires comparant 5 protocoles de
marquage des os d’intérét chez le rat avec :
1. une solution de tétroxyde d’osmium a 4% sans décalcification préalable,
2. une solution de tétroxyde d’osmium a 2% sans décalcification préalable,
3. une solution de tétroxyde d’'osmium a 1% sans décalcification préalable,
4. une solution de tétroxyde d’osmium a 1% aprés décalcification a 'lEDTA pendant
21 jours,
5. une solution de tétroxyde d’osmium a 1% aprés décalcification avec une solution
d’acide formique/NBF 10% (ratio 1 :1) pendant 4 jours.
L’étape de décalcification est nécessaire a l'obtention d’'un marquage intégral de
I'adiposité médullaire. Le protocole de marquage de I'adiposité meédullaire n°5, fiable,
reproductible et rapide a été retenu.
Les échantillons ont été décalcifiés sous oscillations contrélées de faible amplitude a
une température contrblée (+4°C) pendant 4 jours dans une solution d’acide
formique a 4% et de NBF a 10% (rapport 1 :1) puis rincés a l'eau distillée. Chaque
échantillon osseux décalcifié a été marqué sous sorbonne a température ambiante
dans une solution de tétroxyde d’osmium concentrée a 1% stabilisée par une
solution de dichromate de potassium a 2.5%, pendant 48h.
Les échantillons marqués (Fig.7) ont été rincés dans un bain de solution saline

tamponée au phosphate (PBS) pendant 3h et répété sur une période de 12h a
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température ambiante puis stockés a +4°C dans une solution de PBS avant nouvelle

acquisition microCT.

Figure 7 : Coloration noire prise par les os d’intérét (tibia/mandibule) aprés décalcification et

marquage au tétroxyde d’osmium.

V. Acquisition et reconstruction d’image par microCT : SCAN2

Pour analyser le tissu adipeux médullaire marqué a l'osmium, les
échantillons ont été scannés une seconde fois (SCAN 2) avec les mémes

paramétres d’acquisition.

Les parameétres de reconstruction suivants ont été déterminés afin de révéler
le contenu adipeux marqué a l'osmium, en concordance avec les indications du
fabricant : un alignement automatisé des rétro-projections, un filtre numeérique
Gaussien (valeur dans NRecon®: 2), un algorithme de réduction des artéfacts en
anneaux (valeur RAR dans NRecon® : 3), un algorithme de correction de
durcissement de faisceau (valeur BHC dans NRecon® 30%), une plage dynamique
de niveau de gris fixe adaptée a chaque site (os alvéolaire : 0-0.07 ; condyle : O-

0.095 ; tibia proximal : 0-0.095), un format d’image bitmap (.bmp) de 8 bits.

VL. Alignement des jeux de données d’image :
superposition SCAN 1 et SCAN 2

En fonction du site étudié, les cross-sections issues de la reconstruction ont

été orientées dans les trois plans de I'espace selon I'axe longitudinal de Ia

meétaphyse proximal dans le tibia et le grand axe de la 1°"® molaire du secteur denté

alvéolaire et du condyle (portion non dentée) dans la mandibule.
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Les jeux de données orientés (SCAN1 et SCAN2) ont été superposés
manuellement en suivant ces étapes (Fig.8) :
1. superposition des contours externes (partie corticale) des objets scannés,
2. ajustement des structures les plus minéralisées (ex : émail de I'incisive),
3. al'aide de plusieurs points de vue dans les trois plans de I'espace, ajustement du
réseau trabéculaire et des espaces médullaires a l'aide des profils représentant

les variations de densité.

Figure 8 : Superposition des jeux de données avant/aprés marquage (SCAN1/SCAN2) dans les

trois plans de I’espace : tibia (a gauche) et os alvéolaire (a droite).

VIl. Détermination des Volumes et Régions d’Intérét (VOI-ROI)

Une fois les SCAN1 et SCAN2 superposés, les volumes d’intérét (VOI) ont
été définis dans les trois sites (Fig. 9):
» Dans le tibia, le VOI correspond a 200 cross-sections (2mm) située 150 cross-
sections (1.5mm) sous la plaque de croissance (188).
» Dans l'os alvéolaire, le VOI correspond a I'ensemble de la hauteur radiculaire,
du plancher a l'apex des racines de la 1°™ molaire (représentant en moyenne
300 cross-sections).
» Dans le condyle, le VOI correspond a la région centrale condylienne, 50 cross-
sections (0.5mm) située 0.5mm au desous du dome condylien (sous la portion

osseuse sous-chondrale).
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Figure 9 : Détermination du Volume d’intérét (VOI) dans les 3 sites analysés : métaphyse

ére

proximale du tibia (A), os alvéolaire de la 1 molaire (B), zone centrale du condyle

mandibulaire (C). En vert, cross-sections exclues du VOI.

Les régions d’intéréts (ROI) ont été déterminées au sein de chaque VOI par
un algorithme semi-automatique dans le tibia et par placement d’une forme
géomeétrique dans I'os alvéolaire et le condyle (Fig. 10) :

» Dans le tibia, La distinction des compartiments trabéculaires et corticaux a été
définie de maniére semi-automatique également selon le protocole décrit par le
fabricant (189).

» Dans l'os alvéolaire, la ROl a été définie par une adaptation du protocole décrit
par Du et al. (ellipses a la place de cercles) (190).

» Dans le condyle, la ROI a été définie dans la région centrale par des rectangles
de 1mm de longueur et 0.5mm de largeur selon le protocole décrit par Jiao et
al.(191).

Bresin et al. ont suggéré que l'incisive a croissance continue chez le rat, qui
occupe une grande partie du corps mandibulaire, pourrait également jouer un réle
dans la microarchitecture de I'os alvéolaire des molaires (36). Pour limiter cet impact
dans la présente étude, la ROI dans laquelle la microarchitecture osseuse a été
1ére

analysée, a été choisie a distance de l'incisive (os inter-radiculaire de la molaire

jusqu’a I'apex des racines dentaires).
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Figure 10 : Détermination de la ROIl trabéculaire dans les 3 sites analysés : méthode semi-

automatique dans le tibia (A), formes géométriques dans la mandibule : ellipse au niveau de

I'os alvéolaire de la 1° molaire (B) et rectangle au niveau du condyle (C).

VIlIl. Parametres de microarchitecture osseuse trabéculaire

La méthode de segmentation semi-automatique d’Ostu a été retenue pour
définir les valeurs de seuillage discriminant le compartiment minéralisé osseux du
compartiment médullaire au sein des ROI (192). Les paramétres de
microarchitecture osseuse suivants ont été mesurés :

1. Rapport volume osseux sur le volume tissulaire (BV/TV, %)
Rapport volume de moelle sur le volume tissulaire (Ma.V/TV, %)
Rapport surface osseuse sur le volume tissulaire (BS/TV, %)
Densité trabéculaire (Tb.N, mm™)

Epaisseur des travées (Tb.Th, mm)

Espacement des travées (Tb.Sp, mm)

N o o bk oD

Indice de fragmentation du réseau trabéculaire (Tb.Pf, mm™) (Fig. 11-12)
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Trab. area Med. area

» 1J.

Figure 11 : Méthode de seuillage dans la mandibule : le compartiment osseux trabéculaire
(Trab. area) obtenu par méthode d’Otsu au sein de la ROI de I'os alvéolaire (a gauche) et du

condyle (a droite) et le compartiment médullaire (Med. area) obtenu par seuillage inverse.

Figure 12 : Méthode de seuillage dans le tibia : le compartiment osseux trabéculaire (Trab.
area) obtenu par méthode d’Otsu au sein de la ROI dans le tibia et le compartiment médullaire

(Med. area) obtenu par seuillage inverse.
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IX. Contenu et distribution de I’adiposité médullaire

L’analyse du contenu adipeux médullaire a été effectuée au sein de la ROI

utilisée pour I'analyse de la microarchitecture osseuse trabéculaire.

La méthode de segmentation retenue pour définir les valeurs de seuillage
discriminant le contenu adipeux médullaire marqué a 'osmium au sein des ROI de
chaque site est |la suivante :

» Dans les sites mandibulaires, une borne fixe de valeurs de seuillage (110-255
niveaux de gris) a été retenue.
» Dans la métaphyse proximale du tibia, un seuillage semi-automatique d’Otsu a

multiples niveaux (3 niveaux) a été applique.

Les paramétres d’adiposité médullaire suivants ont été mesurés:
1. Rapport volume d’adiposité médullaire sur le volume tissulaire (Ad.V/TV, %)
2. Rapport volume d’adiposité médullaire sur le volume médullaire (Ad.V/IMa.V, %).

Il s’agit d’'un nouveau paramétre que nous avons publié.

La distribution spatiale de I'adiposité médullaire a été étudiée par dilatation
successive du volume osseux initial d’'un pas de 20um (correspondant au diamétre
moyen d’un adipocyte médullaire) constituant des bandes d’analyse au sein de la
moelle osseuse. Un algorithme semi-automatique a été utilisé permettant d’exprimer
le pourcentage d’adiposité médullaire au sein de ces bandes. Cet algorithme est
constitué des opérations de traitement d’image suivantes :

1. seuillage semi-automatique d’Otsu pour segmenter I'os trabéculaire,
2. dilatation en 3D du volume trabéculaire de 2 pixels (20um),
3. analyse 3D pour déterminer le rapport d’adiposité médullaire contenue dans

chaque volume trabéculaire dilaté obtenu.
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X. Traitements statistiques

Les analyses ont été réalisées avec le logiciel SAS package®, release 9.4
(SAS Institute, Cary, NC). Les variables continues ont été décrites par la moyenne et
la déviation standard, ou par la médiane et l'intervalle interquartile. La normalité des

distributions a été vérifiée graphiquement et par le test de Shapiro-Wilk.

La prise alimentaire a été comparée entre les groupes, semaine par
semaine, par un modéle linéaire mixte avec un effet aléatoire sur le rat, afin de tenir

compte de la corrélation entre les mesures répétées d’'un méme sujet.

Le poids corporels des animaux a été comparé entre les groupes, semaine
par semaine, par un modeéle linéaire mixte avec un effet aléatoire sur le rat, afin de
tenir compte de la corrélation entre les mesures répétées d'un méme sujet. De plus,
la comparaison du poids corporel des animaux avant chirurgie, ainsi que le delta
relatif entre pré-chirurgie et 4 et 9 mois post-chirurgie entre les 3 groupes (SHAM,
OVX_AL, OVX_PF), a été réalisée par un modéle d’analyse de la variance (ANOVA)
ou un test de Kruskal-Wallis. En cas de résultats significatifs, des tests post-hoc ont

été effectués.

Les longueurs d’os ont été comparées entre les groupes et entre les temps
par un modéle d’analyse de la variance avec un terme d’interaction groupes*temps.
La relation entre la longueur du tibia et celle de la mandibule a été évaluée par un

coefficient de corrélation de Pearson.

Les paramétres de microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire ont
été compareés entre les 3 localisations squelettiques (métaphyse proximale du tibia,
os alvéolaire et condyle) et les 3 temps (baseline, M4, M9) dans le groupe SHAM par
un modéle linéaire mixte avec un effet aléatoire sur le rat. Des comparaisons post-

hoc entre les localisations squelettiques ont aussi été réalisées.

Les paramétres de microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire ont

été comparés entre les 3 groupes (SHAM, OVX_AL, OVX_PF) au sein de chaque
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localisation squelettique et a M4 et M9 grace a un modele linéaire mixte avec un effet
aléatoire sur le rat. Des comparaisons post-hoc entre les localisations squelettiques

ont été réalisées.

La relation entre la microarchitecture osseuse trabéculaire et le contenu
adipeux médullaire (distribution spatiale) a été évaluée par un modéle d’analyse de
la variance, par localisation (métaphyse proximale du tibia et os alvéolaire) et par
temps (M4 et M9).

La relation entre les variables de microarchitecture osseuse et les variables
d’adiposité médullaire a été évaluée par un coefficient de corrélation des rangs de
Spearman au sein de chaque localisation.

La signification statistique pour 'ensemble des tests a été fixée a p <0,05.

XI. Analyse statistique multivariée

Une analyse statistique multivariée a été réalisée a partir des données
microCT de microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire obtenues. Les
données microCT ont été traitées par I'analyse statistique multivariée dite Analyse en

Composantes Principales (ACP) (193).

L’ACP est une méthode qui permet d’explorer la variabilité au sein d’un jeu
de données. Cette analyse est qualifiée de « non supervisée ». Le jeu de données
est analysé sans aucun a priori ou contrainte(s). Cette analyse est un outil de choix
permettant d’étudier les relations entre les variables (BV/TV, Ad.V/Ma.V efc...) et les
échantillons des groupes (SHAM, OVX) aux différents temps post-chirurgie (baseline,
M4, M9). Pour cela, 'algorithme va séparer le jeu de données en Composantes
Principales (PC, Principal Components). Une PC correspond a la combinaison
linéaire des variables du jeu de données. Chaque PC décrit une partie de la
variabilité. La premiere PC (PC1) correspond a la combinaison de variables qui
décrivent la plus grande variabilité ; PC2 correspond a la combinaison de variables

qui décrivent la 2°™ source de variabilité ; etc.
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L’analyse PCA a été réalisée avec la fonction PLS Toolbox v 6.7
(Eigenvector Research Inc., West Eaglerock Drive, Wenatchee, WA, 98801)
fonctionnant dans l'environnement Matlab R2010a (Mathworks Inc., Natick, MA,
USA). Avant I'ACP, la fonction Autoscale a été appliquée sur le jeu de données afin
de normaliser les variables d’ordre de grandeur différentes et de maximiser la

précision de I'analyse.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS

l. Suivi de la prise alimentaire

La prise alimentaire est augmentée de I'ordre de 10 a 20% dans le groupe
OVX_AL par rapport aux groupes SHAM et OVX_PF jusqu’a la 8™ semaine. Au-
dela de la 8°™ semaine, la quantité ingérée dans le groupe OVX_AL est similaire a
celle du groupe SHAM jusqu’a la fin du protocole. De plus, & partir de la 11°™®
semaine et jusqu’a la fin du protocole, on observe une diminution de la quantité
ingérée de I'ordre de 15% dans le groupe OVX_PF par rapport aux groupes SHAM et
OVX_AL. La figure 13 illustre cette hyperphagie transitoire dans le groupe OVX_AL
jusqu’a 8 semaines aprés ovariectomie ainsi que I'hypophagie constatée dans le

groupe OVX_PF a partir de la 11°™ semaine (Fig. 14).

35-| Hyperphagia OVX_AL Hypophagia OVX_PF
) 1 1 |
< 30
2 —— SHAM
Q
= —
S 25 OVX_AL
= OVX_PF
©
8 20-
L
15 ] 1 I 1 1 T
v > > A\ W
1~} ~) %'\ "O'\ %"b o}*

Time post-OVX

Figure 13 : Suivi de la prise alimentaire moyenne (exprimée en g/j) semaine par semaine dans

chaque groupe. *** p<0.0001.
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Figure 14 : Apport alimentaire hebdomadaire cumulé sur ’ensemble de la période de suivi.

l. Suivi du poids corporel des animaux

Le poids moyen des animaux avant chirurgie était de 346g + 8.95g (Fig 15).
Dés la 2°™ semaine post-ovariectomie (W2), une différence de poids d’environ 10%
est constatée entre les animaux du groupe OVX_AL et ceux du groupe SHAM (4049
vs 3649, p<0.05), mettant en évidence une prise de poids rapide aprés ovariectomie
suivie d’'une prise de poids plus lente aprés I'hyperphagie observée de la semaine 8
a la semaine 40. Cette différence de poids est retrouvée également entre les
animaux du groupe OVX PF et ceux du groupe SHAM a W2 (+6%, p<0.001),
témoignant d’'une prise de poids malgré le rationnement alimentaire. Il est probable
que le maintien de la différence de poids au-dela de la période d’hyperphagie
transitoire entre les animaux des groupes OVX_AL/OVX_PF et ceux du groupe
SHAM soit lié & des mécanismes complexes : réduction des dépenses énergétiques,

capacité métabolique amoindrie aprés ovariectomie (194).
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Figure 15 : Courbe de suivi du poids corporel des animaux (en g) sur ’ensemble de la période

de protocole, ** p<0.01, *** p<0.0001.

La comparaison du delta de poids corporel des animaux avant-chirurgie/M4 et

avant-chirurgie/M9 montre une prise de poids au sein de l'ensemble des

groupes (Fig.16) :

Dans le groupe SHAM, on note une augmentation de poids de 22,97% a M4
et de 42,45% a Mo.

Dans le groupe OVX_PF, on note une augmentation de poids de 41,08% a
M4 et de 52,25% a M9.

Dans le groupe OVX_AL, on note une augmentation de poids de 50,42% a M4
et de 70.62% a M9.

45



Résultats

800- * %%
—— SHAM
O 600- - OVX_AL
5 —— OVX_PF
&-D 400~ +70,62%
< +56,42% +52 25
% gl +42,45%
= 200- +22,97%
0 T T .
Surgery M4 M9

Time post-OVX

Figure 16 : Comparaison des prises de poids corporel (weight gain, exprimées en g)
respectives a M4 et M9 avec pour référence le poids avant chirurgie dans les groupes SHAM,
OVX_AL et OVX_PF. Les pourcentages indiquent le niveau de variation respectif au sein de
chaque groupe par rapport aux poids avant chirurgie (surgery). Le niveau de significativité P
des deltas de poids inter-groupes est mentionné a court (M4) et long (M9) terme par
***p<0.0001
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1. Suivi de la croissance osseuse

A M4 comme a M9, la comparaison de la longueur osseuse des tibias d’une
part et des mandibules d’autre part entre les groupes SHAM, OVX_AL et OVX_PF ne
montre aucune différence. En revanche, une augmentation de la longueur osseuse
statistiquement significative d’environ +1 mm (p<0.0001) des tibias comme des
mandibules a été constatée entre baseline (groupe SHAM) et M4 comme M9
(quelque soit le groupe). Aucune différence significative de la longueur osseuse du

tibia comme de la mandibule n’a pu étre mise en évidence entre M4 et M9 (Fig. 17).
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Figure 17 : Suivi de la croissance en longueur des os dans les 3 groupes en fonction du temps

aprés chirurgie *** p<0.0001
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V. Etablissement de données de références a baseline

1. Microarchitecture osseuse trabéculaire

Trois sites squelettiques ont été étudiés, respectivement I'os alvéolaire et le
condyle dans la mandibule ainsi que la métaphyse proximale dans le tibia.
Le volume osseux trabéculaire (BV/TV) était significativement supérieur dans I'os
alvéolaire et le condyle respectivement de +48,3% et de +58,2% comparativement a
la métaphyse proximale du tibia (p<0.0001). Le volume osseux médullaire (Ma.V/TV)
était significativement inférieur dans l'os alvéolaire et le condyle respectivement de -
78% et de -185% comparativement a la métaphyse proximale du tibia (p<0.0001). La
densité trabéculaire (Th.N) était significativement supérieure dans l'os alvéolaire le
condyle respectivement de +20.9% et de +24.1% de méme que I'épaisseur des
travées (Tb.Th) respectivement de +38,5% et de +46,7% en comparaison au site
tibial (p<0.0001). La distance moyenne séparant les travées (Tb.sp) était similaire
dans l'os alvéolaire et la métaphyse proximale du tibia, mais était significativement
inférieure, de l'ordre de -80% dans le condyle par rapport aux deux autres sites
analysés (p<0.0001). Les valeurs d’indice de fragmentation trabéculaire (Tb.Pf)

étaient négatives dans les sites mandibulaires et positives dans le tibia (Fig. 18).
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Figure 18 : Parameétres de microarchitecture osseuse illustrant les spécificités de site a

baseline. BV/TV (%) : Rapport au volume osseux, Ma.V/TV (%) : Rapport au volume médullaire,

BS/BV : Ratio surface osseuse trabéculaire/volume osseux trabéculaire, Th.N (mm'1): Densité
trabéculaire, Tb.Th (mm) : Trabecular Thickness, Tb.Sp (mm) : Trabecular Separation, Tb.Pf :
Trabecular Pattern Factor, DA : Degree of Anisotropy, *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.0001
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Résultats

2. Contenu adipeux médullaire

Le contenu adipeux médullaire a été caractérisé par deux parameétres : le
ratio volume d’adiposité médullaire/volume tissulaire (Ad.V/TV, %) et le ratio volume
d’adiposité médullaire/volume médullaire (Ad.V/IMa.V, %). Le volume de moelle
(Ma.VITV, %) était significativement inférieur dans l'os alvéolaire et le condyle
respectivement de -77.5% et de -185%, comparativement a la métaphyse proximale
du tibia (p<0.0001). Aucun contenu adipeux médullaire n’a été observé dans le
condyle chez les rattes de 6 mois. Dans le tibia, un contenu adipeux médullaire

supérieur a I'os alvéolaire a été observé (9% vs 1.5%, p=0.0002), (Fig. 19-20).
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Figure 19 : Paramétres d’adiposité médullaire a baseline dans les 3 sites analysés. Ad.V/TV

(%) : Rapport au volume adipocytaire, Ad.V/Ma.V : Ratio volume adipeux/volume de moelle
disponible. **p<0.01
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Figure 20 : lllustration 3D de la microarchitecture osseuse et de I’adiposité médullaire dans le
tibia et I'os alvéolaire de la 1° molaire dans la mandibule (zone dentée) dans le groupe SHAM

a baseline

50



Résultats

Une corrélation négative a été retrouvée dans le tibia entre les paramétres
Ad.V/TV et Tb.Th (Fig. 21). Pour les 2 autres sites squelettiques, aucune corrélation
n‘a pu étre mise en évidence entre les parameétres microarchitecturaux et les

parametres d’adiposité meédullaire a baseline.
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Figure 21 : Droites de régression linéaire obtenues entre les paramétres Tbh.Th et Ad.V/TV dans
le tibia (groupe SHAM) a baseline. Test non paramétrique de Spearman. Le coefficient de

corrélation (r), I'’équation de la droite et le niveau de significativité p sont indiqués.

3. Relation spatiale entre surface osseuse trabéculaire et

adiposité médullaire

La comparaison des répartitions spatiales d’adiposité médullaire entre tibia et
os alvéolaire, représentée ci-dessous sous forme d’histogrammes (Fig. 22, B),
montre des différences de sites. En effet, dans 'os alvéolaire et le tibia, 50% du
volume adipocytaire était situé a une distance moyenne de 40um de la surface
osseuse trabéculaire (Fig. 22 A). Dans la métaphyse proximale du tibia, la
concentration maximale adipocytaire (~25% de I'adiposité totale) était localisée en
contact avec la surface osseuse trabéculaire (0-20um), tandis que dans l'os
alvéolaire, cette concentration maximale adipeuse (~30% de l'adiposité totale) était

située plus a distance (entre 20 et 60 pm).
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Figure 22 : Profil de distribution de I'adiposité médullaire (BMAT) et relation avec la surface

osseuse trabéculaire.

A.

Cross-section 2D dans la ROI alvéolaire illustrant I’os trabéculaire (en blanc), la moelle
osseuse (en noir) et les bandes de moelle osseuse (en couleur) de 20um d’épaisseur
depuis la surface osseuse trabéculaire au sein desquelles I’adiposité médullaire a été
mesurée.

% d’adiposité médullaire cumulée dans I'os alvéolaire et le tibia a baseline

Histogrammes illustrant la répartition spatiale de ’adiposité médullaire.
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V. Vieillissement

1. Microarchitecture osseuse trabéculaire

Dans le groupe SHAM, les comparaisons des paramétres de
microarchitecture osseuse mesurés dans chaque site (tibia, os alvéolaire, condyle)
entre les 3 temps d’observation (baseline, M4 et M9) ne présentent aucune
différence significative liée au vieillissement. En revanche, les comparaisons des
parametres de microarchitecture osseuse entre les différents sites osseux mettent en
évidence des différences significatives équivalentes a celles décrites précédemment

a baseline au sein du groupe SHAM aux temps d’observation M4 et M9 (Fig. 23).

2. Contenu adipeux médullaire

Dans le groupe SHAM, la comparaison des paramétres Ad.V/TV et
Ad.V/Ma.V mesurés dans chaque site (tibia, os alvéolaire, condyle) entre les 3 temps
d’observation (baseline, M4 et M9) montre des différences significatives uniquement
dans le tibia (Fig. 24).

Dans le tibia, on constate en effet une augmentation significative des 2
paramétres a M4 d’'un facteur supérieur a 2 par rapport a baseline puis une
diminution significative de -30% (p<0.0001) a M9 par rapport a M4. Néanmoins, on
observe une variabilité inter-individuelle (écart-types) marquée de ces 2 parameétres

a M4 comme a M9.

Dans la mandibule, aucun contenu adipeux médullaire n’a été retrouvé dans
le condyle, quel que soit 'age des animaux du groupe SHAM. Comparativement au
tibia, 'os alvéolaire posséde un contenu adipeux médullaire environ 40 fois inférieur
a M4 (p<0.0001) et environ 15 fois inférieur a M9 (p<0.0001).
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Figure 23 : Paramétres de microarchitecture osseuse dans le groupe SHAM au cours du temps
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Figure 24 : Paramétres d’adiposité médullaire dans le groupe SHAM au cours du temps
(baseline, M4 et M9), montrant un contenu adipeux médullaire en faible quantité dans la

mandibule comparé au tibia, *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.0001
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VL. Ovariectomie

1. Rationnement alimentaire (pair-feeding)

La comparaison des parameétres de microarchitecture osseuse et d’adiposité
meédullaire dans I'os alvéolaire, le condyle et le tibia entre les groupes OVX_AL et

OVX_PF montre I'absence de différences significatives a M4 comme a M9 (Fig.25).

2. Microarchitecture osseuse trabéculaire

La comparaison des parametres de microarchitecture osseuse trabéculaire

entre les groupes SHAM et OVX_AL montre des modifications site-dépendantes.

Dans le tibia, on observe a M4 post-OVX une diminution du volume osseux
(BVITV) d’environ -62% et de la densité trabéculaire (Tb.N) de -64%, associée a une
augmentation de plus de +25% du volume de moelle (Ma.V/TV) par rapport au
groupe SHAM (p<0.0001). On note également a M4 post-OVX une diminution
d’environ -65% de la surface osseuse (BS/TV), associée a une augmentation
d’environ +10% de I'épaisseur de travées (Tb.Th), et de la distance inter-travées
(Tb.Sp) d’environ +65% par rapport au groupe SHAM (+150%, p<0.0001). Enfin,
l'indice de fragmentation trabéculaire augmente d’'un facteur environ égal a 10 a M4
post-OVX (+ 956%, p<0.0001). Les variations des paramétres micro-architecturaux a

M9 sont semblables a ceux observés a M4 dans le tibia (Fig. 25).
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Résultats

Dans l'os alvéolaire, les effets de l'ovariectomie se traduisent par une
diminution du volume osseux (BV/TV) allant de- 15% a M4 jusqu’a -20% a M9
(p<0.0001) ainsi que de la densité trabéculaire (Tb.N) de -19% a M4 (p<0.0001) sans
variation de I'épaisseur des travées (Tb.Th) associées. On note également une
augmentation du volume de moelle (Ma.V/TV) de +20% a M4 et de +26% a M9, une
diminution de -12% de la surface osseuse (BS/TV) a M4 et une augmentation de la
distance inter-travées (Tb.Sp) de +10% a M4 jusqu’a +28,5% a M9. (Fig 26).

Dans le condyle, aucune variation du volume osseux ni du volume de moelle
osseuse n'a pu étre mise en évidence a M4 et M9 post-OVX. En revanche, on
observe une diminution jusqu’a -25% de la surface osseuse a M9 et jusqu’a -35% de
la densité trabéculaire a M9 (p<0.0001). De plus, on constate une augmentation de
I'épaisseur des travées de +26% a M9, de I'indice de fragmentation trabéculaire d’'un
facteur supérieur a 6 (+684%, p=0.0019) et de la distance inter-travées de +40%
uniquement observée a M9 (p=0.0399). Enfin, le degré d’anisotropie est augmenté
de +31,8% a M4 (p=0.0015) (Fig. 27).
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Figure 26 : Paramétres de microarchitecture osseuse dans les 3 groupes (SHAM, OVX_AL,
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Figure 27 : Paramétres de microarchitecture osseuse dans les 3 groupes (SHAM, OVX_AL,

OVX_PF) a M4 et M9 post-ovariectomie dans le condyle, *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.0001
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3. Contenu adipeux médullaire

Aprés ovariectomie, la perte osseuse observée dans le tibia s’accompagne
d’'une augmentation du contenu adipeux médullaire a M4 et M9. En effet, on note
une augmentation significative de I'Ad.V/Ma.V de +51% a M4 et de +337% a M9 par
rapport au groupe SHAM (Fig. 28).

Dans l'os alvéolaire, la perte osseuse s’accompagne également d'une
augmentation significative de I'Ad.V/Ma.V, uniquement dans le groupe OVX_PF de
+1908% a M4 et de +1256% a M9 par rapport au groupe SHAM.

Dans le condyle, aucune perte osseuse n’a été mise en évidence mais un
contenu adipeux en faible quantité apparait a M4 post-OVX (1-2% du volume de
moelle disponible) et atteint ~10% a M9 post-OVX.
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Figure 28 : Paramétres d’adiposité médullaire dans les 3 sites (tibia, os alvéolaire, condyle) a
M4 et M9 post-ovariectomie. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.0001
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4. Etude des corrélations entre les parametres de

microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire

Résultats

L’étude des corrélations entre les parametres mesurés de microarchitecture

osseuse et d’adiposité médullaire a été réalisée pour chaque site afin de déterminer

I'intensité de I'association de ces variables au sein des groupes SHAM et OVX (AL et

PF poolés). Aucune corrélation n'a été retrouvée dans les groupes SHAM quel que

soit le site étudié. En revanche, dans les groupes OVX, des corrélations entre les
parametres de microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire ont été retrouvées
dans le tibia uniquement. En effet, des corrélations positives sont retrouvées entre le

paramétre d’adiposité médullaire Ad.V/Ma.V et les parameétres microarchitecturaux

BS/BV et DA ainsi qu’une corrélation négative entre Ad.V/Ma.V et Tb.Th (Fig. 29).
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Figure 29 : Droites de régression linéaire obtenues entre les paramétres BS/BV, DA et Tb.Th

dans le tibia au sein des groupes OVX (ad libitum et pair-feedé). Test non paramétrique de

corrélation de rang de Spearman. Le coefficient de corrélation, I’équation de la droite et le

niveau de significativité p sont indiqués.
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5. Distribution de I’adiposité médullaire et relation spatiale

avec la surface osseuse trabéculaire

Les histogrammes ci-dessous illustrent le profil de distribution de I'adiposité
médullaire au sein de chaque site (Fig. 30). lls expriment le pourcentage d’adiposité
meédullaire présent dans chaque bande, distante respectivement de 20um, 40um,
60um, 80um puis 100um de la surface osseuse trabéculaire (ratio Ad.V/Ma.V par

volume de bande correspondant a un degré de saturation adipocytaire par bande).

Dans le tibia, le contenu adipeux médullaire se situe préférentiellement au
contact de l'os trabéculaire aprés ovariectomie et plus a distance dans le groupe
contréle. En effet, le contenu adipeux est non seulement plus important jusqu’a 100
Mm de la surface osseuse dans le groupe OVX_AL comparé au groupe SHAM mais
également situé préférentiellement au contact des travées. A M4 post-OVX, 87% de
la surface osseuse est tapissée par des adipocytes dans le groupe OVX_AL vs 40%
dans le groupe SHAM. Cet accolement d’adipocytes au contact des travées

osseuses n’est pas observé dans le groupe OVX_PF.

En revanche, dans l'os alvéolaire, le contenu adipeux médullaire est réparti
principalement a partir de 40-100 um de la surface osseuse trabéculaire a M4 post-
OVX et a tendance a se rapprocher de la surface osseuse a M9 post-OVX avec peu
de contacts avec la surface osseuse (<5%). Des différences de répartition d’adiposité
meédullaire ont pu étre mises en évidence uniquement a M9 post-OVX entre les
groupes SHAM et OVX_ AL mais dés M4 post-OVX entre les groupes OVX_ PF et
SHAM.

Dans le condyle, le contenu adipeux apparait tardivement et plus a distance
de la surface osseuse trabéculaire, comparativement au tibia et a I'os alvéolaire (40 a

100um de la surface osseuse).
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Figure 30 : Distribution de I’adiposité médullaire (0-100pm) a court et long terme dans chaque
groupe (Baseline, SHAM, OVX_AL, OVX_PF) au sein de chaque site (tibia, os alvéolaire,
condyle), *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001
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SHAM OVX_AL

Figure 31 : Représentations 3D de la microarchitecture (en blanc) et de I'adiposité médullaire

(en jaune) aprés marquage a 'osmium dans la métaphyse proximale du tibia a M4 (en haut) et
M9 (en bas) dans les groupes SHAM (a gauche) et OVX_AL (a droite). A chaque représentation
volumique est associée une cross-section transversale illustrant I'adiposité médullaire au

contact de la surface osseuse trabéculaire (0-20um).
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Figure 32 : Représentations 3D de la microarchitecture (en blanc) et de I'adiposité médullaire

(en jaune) aprés marquage a 'osmium dans I’'os alvéolaire a M4 (en haut) et M9 (en bas) dans
les groupes SHAM (a gauche), OVX_AL (au milieu) et OVX_PF (a droite). A chaque
représentation volumique est associée une cross-section transversale illustrant la distribution
d’adiposité médullaire en relation avec la surface osseuse trabéculaire (rouge : 0-20um, jaune :

20-40um, vert : 40-60um, bleu : 60-80um, violet : 80-100um)
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Figure 33 : Représentations 3D de la microarchitecture (en blanc) et de I'adiposité médullaire
(en jaune) aprés marquage a ’'osmium dans le condyle a M4 (en haut) et M9 (en bas) dans les
groupes SHAM (a gauche), OVX_AL (au milieu) et OVX_PF (a droite). A chaque représentation
volumique est associée une cross-section transversale illustrant la distribution d’adiposité
médullaire en relation avec la surface osseuse condylienne (rouge : 0-20um, jaune : 20-40um,

vert : 40-60um, bleu : 60-80um, violet : 80-100um)
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6. Apport de I’'analyse statistique multivariée

L’analyse en Composantes Principales (ACP) permet d’explorer les relations
entre les variables et les échantillons de maniére graphique. La figure 33 présente
les score plots et les loading plots issus de ’ACP sur les données des tibias SHAM et
OVX_AL a M4. Le score plot représente la répartition des échantillons dans I'espace
défini PC1 et PC2. Les axes PC1 et PC2 sont issus de la combinaison linéaire des
variables (les données microCT). Les composantes principales sont décrites dans les

loading plots.

Les score plots (Fig. 34-A.a)) montrent 2 nuages de points distincts et formés
par les échantillons tibia SHAM M4 d'un cété, et tibia OVX_AL M4 de l'autre. La
séparation est principalement observée le long de I'axe PC1. L’axe PC1 explique
69,62% de variation dans le jeu de données. Les loading plots (Fig. 34 A.b))
montrent les données microCT qui expliquent le plus la différence entre les 2
groupes. Les données les plus influentes sont BV/TV, Tb.N et BS/TV pour le groupe
tibia SHAM M4. Les données les plus influentes sont Tb.Th, Tb.Pf, Ma.V/TV,
Ad.V/TV et Ad.VIMa.V pour le groupe tibia OVX_AL M4. Ces résultats sont aussi
observés lors de 'ACP sur le jeu de données tibia SHAM M9 et tibia OVX_AL M9
(Fig. 34 B.c) et d)).

L’ACP a été conduite sur les jeux de données relatifs a la mandibule (os
alvéolaire et condyle). Cependant, aucune séparation claire et distincte n'a été
observée. Aussi, par souci de clarté, seuls la séparation des groupes OVX et SHAM

dans le tibia et leurs parameétres caractéristiques sont représentés (Fig 34).
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Figure 34 : Résultats graphiques de I’Analyse en Composantes Principales (PCA) pour les
échantillons de tibia a court et long terme entre SHAM et OVX_AL.

A gauche : Score plots représentant la répartition des échantillons dans I'espace défini par
PC1 et PC2.

A droite : Loading plots représentant la contribution de chaque variable dans I'espace défini
par PC1 et PC2.

A. ACP des données microCT sur les tibias SHAM vs OVX_AL a M4, a) score plots, b) loading
plots ;

B. ACP des données microCT sur les tibias SHAM vs OVX_AL a M9, c) score plots, d) loading
plots.

Les principaux parameétres discriminants de chaque groupe sont les
suivants :
e Groupe SHAM : BS/TV, Th.N et BV/TV
e Groupe OVX_AL : Tbh.Pf, Tb.Sp, Ma.V/TV, Ad.V/Ma.V et Tb.Th
Aucune séparation claire et distincte n’a été obtenue entre les données du groupe
OVX_AL et OVX_PF (données non illustrées). Pour résumer, ’ACP montre que les
groupes tibia OVX_AL M4 et M9 sont caractérisés par une contribution plus

importante de paramétres d’adiposité par rapport au groupe SHAM.
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Cette analyse confirme les modifications microarchitecturales et
adipocytaires observées et illustrent que l'ovariectomie se caractérise par des

modifications ostéo-médullaires et adipocytaires marquées dans le tibia.
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION GENERALE

Dans ce travail de thése, nous avons mis au point une méthodologie
originale d’évaluation tridimensionnelle simultanée de la microarchitecture osseuse,
du contenu et de la distribution adipeuse médullaire, permettant ainsi d’apporter des
éléments de discussion sur le role local de I'adiposité médullaire au cours du
vieillissement et de l'ostéoporose induite par ovariectomie. De plus, nous avons
montré les spécificités de la mandibule en précisant les modifications osseuses et
meédullaires au cours du vieillissement ainsi qu’a court et long terme aprés
ovariectomie chez la ratte adulte (squelette mature). Les altérations de la
microarchitecture osseuse trabéculaire dans la mandibule sont moins marquées que
dans le tibia et s’accompagnent d’'une augmentation de I'adiposité médullaire plus

tardive et plus a distance de la surface osseuse trabéculaire.

l. Spécificités de site a baseline

L’analyse des données du groupe SHAM a baseline montre des différences
de microarchitecture osseuse et de distribution adipocytaire entre tibia proximal, os

alvéolaire et condyle dans la mandibule justifiant I'intérét d’'une analyse multi-sites.

En effet, les paramétres microarchitecturaux mesurés en site mandibulaire
denté (os alvéolaire) et non denté (condyle) traduisent une microarchitecture
osseuse dense en comparaison avec celle de la métaphyse proximale du tibia
(BVITV : + 50%, Tb.N : +20%, Tb.Th : +40%). Parmi les 3 localisations squelettiques
analyseées, le volume osseux trabéculaire était plus élevé dans le condyle, avec un
volume trabéculaire moyen de 75%, suivi de I'os alvéolaire (61,5%) et enfin de la
métaphyse proximale du tibia (32%). Ce volume osseux plus élevé dans le condyle
est associé a une épaisseur et une densité trabéculaires moyennes plus élevées et a
une distance inter-trabéculaire moyenne deux fois moindre par rapport au tibia ou a
I'os alvéolaire. Des différences microarchitecturales au sein de la mandibule ont été
décrites par Choi et al. qui ont rapporté chez ’lHomme une microarchitecture plus

dense dans le condyle en présence de dents dans les secteurs postérieurs en
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comparaison avec des sujets édentés (195-197). Le maintien de la fonction
masticatrice chez les rats (dentés dans cette étude) pourrait expliquer cette
microstructure plus dense dans le condyle par rapport a I'os alvéolaire. De plus, la
valeur négative de l'indice de fragmentation du réseau trabéculaire (Tb.Pf) indique un
réseau trabéculaire plus connecté et une prévalence de cavités fermées avec des
surfaces concaves dans la mandibule, tandis que la valeur positive de cet indice
indiqgue une structure trabéculaire moins connectée, avec une prédominance de
cavités ouvertes avec des surfaces convexes dans la métaphyse proximale du tibia.
La microarchitecture osseuse est aujourd’hui reconnue comme un paramétre
important de la qualité osseuse, au méme titre que d’autres facteurs tel que le niveau
de remodelage osseux ou encore la composition moléculaire (198). Elle représente
une réponse adaptative aux variations de contraintes meécaniques (199). Le réseau
trabéculaire forme une structure complexe interconnectée résistante aux forces qui
lui sont soumises et peut étre étudié par des techniques morphométriques en
microtomographie a RX (200-202). Ces différences entre les sites squelettiques
pourraient étre en partie expliquées par les sollicitations mécaniques masticatoires,
entrainant des charges cycliques différentes dans la mandibule par rapport au tibia
chez le rat (37,203). Un taux de renouvellement osseux plus élevé a également été

rapporté dans les machoires (44,132).

Grace a notre nouvelle approche par microCT, nous avons pu mettre en
évidence une distribution spatiale du contenu adipeux médullaire différente entre le
tibia et la mandibule chez le rat. Dans la métaphyse proximale du tibia, le contenu
adipeux maximal (~ 20% de la fraction adipeuse médullaire totale) était situé prés de
la surface osseuse (20 pm), alors que dans l'os alvéolaire, le contenu adipeux
maximal (~ 30% de la fraction adipeuse médullaire totale) était situé entre 40 et 60

Mm de la surface osseuse trabéculaire a baseline.

De maniére intéressante, dans le tibia, une corrélation négative a été trouvée
entre le pourcentage d'adiposité (Ad.V/TV) et I'épaisseur trabéculaire (r=-0,74,
p=0,037) suggerant une possible association entre le contenu adipeux médullaire et
la microarchitecture osseuse trabéculaire. Dans la mandibule, aucune corrélation
entre les paramétres de microarchitecture osseuse et d’adiposité médullaire n’a été

retrouvée. Un contenu adipeux quasi-nul (<1% de moelle) a été observé dans le
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condyle des rattes agées de 6 mois. Le suivi de la croissance osseuse par mesure
de la longueur des os (tibia et mandibule) au sacrifice des animaux montre qu’a M4
(10 mois d’'age), la croissance osseuse des rattes est achevée. Ainsi, I'age est un

aspect important qui a été pris en considération dans la présente étude.

l. Altérations ostéo-médullaires dans le tibia

1. Au cours du vieillissement

Dans notre étude, I'analyse comparative des paramétres obtenus chez les
animaux du groupe SHAM ne montre aucune différence microarchitecturale entre
baseline et M4, baseline et M9 été M4 et M9 dans le tibia. Cette absence de
différence liée au vieillissement pourrait étre expliquée par 'dge avancé des animaux
au début du protocole de suivi (6 mois) et par un taux de remodelage plus lent avec

l'age.

Des modifications de la microarchitecture ont été décrites chez des animaux
plus jeunes (3 mois) encore en croissance. En 2005, Waarsing et al. ont rapporté les
principales altérations microarchitecturales osseuses liees au vieillissement et a
I'ovariectomie chez la ratte wistar dgée de 10 mois au début du protocole par
superposition de jeux de données d’images microCT acquis respectivement a
baseline, +4, +14, +34 et +54 semaines (204). Dans le groupe SHAM, une perte
osseuse lente et continue associée a une perte de connectivité trabéculaire linéaire a
été rapportée au cours du vieillissement. Dans cette étude, une forte corrélation
positive entre le volume osseux trabéculaire et I'épaisseur des travées a été
retrouvée. L'absence de variations des paramétres microarchitecturaux et les faibles
variations du contenu adipeux médullaire observées au cours du vieillissement
peuvent étre associées a un suivi de plus courte durée et/ou a la souche de rat

différente (Wistar vs Sprague-dawley) dans notre étude.

Les données humaines rapportent une ostéopénie sénile (-15 a 25% volume

osseux trabéculaire) avec une balance négative du turn-over osseux (81,205,206).
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Les analyses histomorphométriques et I'imagerie indiquent que les mécanismes a
l'origine de cette perte osseuse difféerent selon le sexe, I'age (207-209) et la
localisation anatomique (210). Cette perte osseuse s’accompagne d’une résistance a
la compression amoindrie des os longs et des vertébres (211-215). Les travaux
d’Eriksen et Mosekilde rapportent une plus importante activité de résorption avec des
plages osseuses résorbées plus profondes chez les femmes autour de la
ménopause que chez les hommes de méme age (216,217). De plus, Henriksen et al.
ont montré que l'ostéoclastogenése se faisait préférentiellement a proximité de

plages d’os anciens (218). Les mécanismes principaux de cette perte osseuse liée a

I'age, et apparaissant en amont des troubles hormonaux observées a la ménopause,

seraient :

e une diminution de la formation osseuse chez I'Homme aboutissant a une
diminution volumique homogéne du réseau trabéculaire (amincissement
réversible des travées osseuses au profit d’un volume médullaire élargi)
(145,219) ;

e une augmentation de la résorption osseuse chez la femme associée a une perte
de connectivité des trabécules horizontales et une fragmentation du réseau
trabéculaire (augmentation du Tb.Pf indiquant des modifications précoces de l'os
trabéculaire) (220-223).
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2. Au cours de 'ovariectomie

L’'ovariectomie a été confirmée au sacrifice des animaux par constatation
d’'une atrophie utérine dans les groupes OVX_AL et OVX_PF (perte de plus de 80%
de poids des uteri aprés ovariectomie) par rapport a leurs homologues SHAM. La
perte osseuse aprés OVX s’effectue en deux temps : d’abord rapide avec
fragmentation du réseau trabéculaire (perte de connectivité trabéculaire>80%) ne
permettant que le maintien des travées les plus épaisses (augmentation du Tbh.Th) et
les plus connectées suivie d'une perte osseuse plus lente et plus progressive entre
les semaines 14 a 54 chez le rat (120,226—-228).

L’ovariectomie conduit a une perte osseuse avec une diminution du BV/TV
de l'ordre de -62% dans le tibia a M4 (p<0.0001). Wronski et al. décrit une perte
osseuse trabéculaire au niveau de la métaphyse proximale du tibia débutant 2
semaines aprés ovariectomie comparativement au groupe SHAM avec un effet
plateau atteint vers la 14° semaine (182). Les effets de l'ovariectomie sur la
microarchitecture osseuse rapportés dans ce travail sont en accord avec la littérature
(120,229,230). Francisco et al. ont montré que la microarchitecture trabéculaire n’est
pas affectée par I'augmentation du poids corporel des animaux du groupe OVX par
rapport a leurs homologues SHAM (179). Notre étude révéele que les modifications de
la microarchitecture osseuse ne sont pas uniformes dans tous les sites. La
métaphyse proximale du tibia a présenté les différences les plus précoces et les plus
importantes entre les groupes OVX et SHAM par rapport a la mandibule
(204,226,227).

Les variations de la microarchitecture osseuse témoignent de la qualité
osseuse et des conséquences sur le risque fracturaire. En effet, le parameétre BV/TV
seul n’explique que 76% de la solidité osseuse tandis que le BV/TV associé aux
autres variables microarchitecturales expliquent plus de 90% de cette variable (231).
De plus, la baisse de la densité trabéculaire d’environ 65% associée a la
fragmentation du réseau trabéculaire dans le tibia aprés ovariectomie suggére la
susceptibilité plus importante a la fracture rapportée au niveau des os longs (232).

Legrand et al. ont aussi démontré que la perte de connectivité au sein du réseau
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trabéculaire constituait un facteur de risque de fractures, indépendant de la densité
minérale osseuse DMO dans le squelette axial (233). De plus, Seeman et al
expliquent que la baisse de densité trabéculaire (Tb.N) associée a une hausse de
I'épaisseur trabéculaire résultent de défauts structuraux suite au déseéquilibre non
compensé du remodelage osseux en faveur d’'une résorption osseuse excessive
(148).

La quantité d’adiposité médullaire dans le tibia a triplé a M9 aprés
ovariectomie. Dans de nombreuses pathologies caractérisées par une perte osseuse
(OP post-ménopausique, OP de I'anorexie mentale...), la faible masse osseuse est
associée a une augmentation de [I'adiposité médullaire et des marqueurs
d’expression génique spécifiques des adipocytes (PPARYy) aux dépens d’'une activité
hématopoiétique amoindrie (81). Cette relation os-adiposité meédullaire a été
observée localement de maniéere site-spécifique (14,140). Chez des femmes saines
ageées de 30 a 100 ans, cette corrélation apparait en site iliaque comme étant

dépendante de I'age des sujets (86).

Chez des sujets jeunes agés de 15 a 25 ans (choisis pour s’affranchir des
effets de la croissance), Di lorgi et al. ont montré, qu’aprés acquisition du pic de
masse osseuse, la formation osseuse, au sein du squelette axial comme
appendiculaire, est inversement proportionnelle a celle de 'adiposité médullaire, et
ce, de facon indépendante du sexe (92,234). De maniére intéressante, Griffith et al.
ont montré que la conversion adipeuse liée a I'dge augmente de maniére plus
marquée chez les femmes ménopausées. En effet, comparativement aux hommes
de méme age, les femmes ménopausées ont une fraction adipeuse médullaire 10%
supérieure (89). La répartition de l'adiposité préférentiellement au contact de la
surface osseuse trabéculaire aprés ovariectomie dans le tibia suggére un réle

régulateur local de 'adiposité médullaire dans le métabolisme osseux.
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1. Altérations ostéo-médullaires dans la mandibule

1. Au cours du vieillissement

Dans ce travail, I'analyse comparative des paramétres obtenus chez les
rattes SHAM agées respectivement de 6, 10 et 15 mois ne montre aucune différence
microarchitecturale dans la mandibule liée au vieillissement. A notre connaissance,
aucune autre étude n’a décrit les modifications microarchitecturales en site
mandibulaire au cours du vieillissement chez le rat. En revanche, dans une étude
récente, une corrélation négative entre I'age et la DMO corticale mandibulaire et
maxillaire a été observée chez 'Homme sans mettre en évidence de relation entre

I'age et la DMO trabéculaire des sujets (235).

Parallelement, un contenu adipeux médullaire inchangé a été constaté dans

les 2 sites mandibulaires (os alvéolaire et condyle) des rattes SHAM a M4 et a M9.

2. Au cours de I'ovariectomie

Dans la mandibule, I'existence d'une ostéoporose est sujet a controverse
(19). Plusieurs facteurs confondants rendent complexe l'analyse de la littérature :
vieillissement, ostéoporose, maladie parodontale avec composante inflammatoire
/infectieuse. Néanmoins, diverses études ont rapporté une association entre la perte
de DMO mesurée par DEXA a la hanche ou au rachis d’'une part, et la perte osseuse
alvéolaire et basale mandibulaire (21), les maladies parodontales (236) ou encore la
perte des dents (24,237) d’autre part.

Dans notre modéle de rat, on note une perte osseuse aprées OVX
uniqguement dans I'os alvéolaire de l'ordre de 15% a M4 (court terme) associée a une
diminution de la densité trabéculaire de I'ordre de 20%. Une variation du méme ordre
de grandeur des parametres est observée a M9 (long terme). Dans le condyle,
'absence de perte osseuse a court comme a long terme s’accompagne néanmoins

d’'une diminution de la densité trabéculaire de l'ordre de 35% associée a une
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augmentation de 26% de ['épaisseur des travées résiduelles. Ces variations
microarchitecturales témoignent d’'une d'une vraisemblable rupture des travées les
plus minces. L’augmentation du degré d’anisotropie (DA) aprés ovariectomie dans le
condyle pourrait étre le résultat d’'une réorganisation du réseau trabéculaire avec une
plus faible quantité de travées horizontales, perpendiculaires au grand axe de
contrainte (223).

Le parametre BS/TV, représentant la surface osseuse spécifique, a été décrit
comme un bon indice prédictif de la perte osseuse (238). La plus grande valeur
retrouvée dans la métaphyse tibiale peut expliquer sa plus grande sensibilité a la
perte osseuse par rapport a la mandibule. En effet, 'ovariectomie entraine une
réduction de BV/TV de l'ordre de 15% dans I'os alvéolaire, mais de I'ordre de 65%
dans le tibia proximal a M9. Elovic et al. rapportent que dans la mandibule de jeunes
rats adultes (~ 4 mois), I'ovariectomie conduit a une augmentation de +15% de la
charge de rupture mais aucun changement de la densité minérale osseuse. Chez les
rats plus agés (~ 6 mois), I'ovariectomie conduit a une diminution de -8% de la
fraction osseuse, mais n’induit aucun changement dans la charge de rupture ou la
densité minérale osseuse de la mandibule (239,240). Dans les situations cliniques
humaines de perte osseuse telles que l'ostéoporose, la relation entre ['altération
mandibulaire et la prédiction de la fracture ostéoporotique est controversée et de
faible sensibilité (241,242). Bien que certains auteurs aient rapporté une relation
étroite entre la diminution de la DMO a la hanche ou au rachis et la perte osseuse et
dentaire (parodontopathies) en site maxillo-mandibulaire (21,237,243,244),
I'existence d’'une ostéoporose de cette région reste encore aujourd’hui sujet a
controverse (19,24). En comparaison avec le tibia et la téte fémorale, la perte
osseuse trabéculaire induite par OVX dans les vertébres lombaires est également
retardée (pas avant la 7° semaine) et atteint un effet plateau entre les semaines 39 et
77 post-OVX (93,229).

Pour normaliser les stimulations biomécaniques liées a 'activité masticatoire
estimée comme étant 10 a 20% supérieure dans le groupe OVX_AL, un protocole de
rationnement alimentaire a été mis en place et maintenu jusqu’au sacrifice des
animaux (187). La nature et la capacité énergétique des apports alimentaires chez le

rongeur montrent qu'un régime riche en graisse (high fat diet) augmente
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significativement le contenu lipidique total de la moelle (en particulier les TGs et le
cholestérol) comparativement aux sujets soumis a un régime alimentaire standard.
Une hypophagie prolongée a été constatée dans le groupe OVX_PF au-dela de la
11°M® semaine aprés mise en du protocole de rationnement alimentaire (Fig 13-14).
Cette hypophagie constatée n’a pour autant pas été accompagnée d’'une perte de
poids dans le groupe OVX_PF mais d’un ralentissement de la prise de poids (Fig 16).
Jiang et al. ont rapporté I'absence d’impact du protocole de pair-feeding sur la
densité minérale osseuse au niveau du fémur et des vertébres lombaires chez le rat
jeune (187). De maniére intéressante, chez la ratte agée, la conduite d’'un protocole
de pair-feeding semble donc ne pas avoir dimpact sur les paramétres

microarchitecturaux et adipeux mesurés en site mandibulaire comme dans le tibia.

Iv. Intérets et limites du modeéle utilisé

Grace a 'approche développée dans ce travail utilisant la microtomographie
a rayons X, couplée au marquage de I'adiposité médullaire au tétroxyde d’'osmium, la
visualisation tridimensionnelle des structures osseuses et adipeuses médullaires,
leur quantification et leur analyse topographique en rapport avec la surface osseuse
trabéculaire constituent une avancée dans les moyens d’exploration de l'adiposité
meédullaire. Toutefois, I'impact de la décalcification sur la déformation morphologique
du réseau trabéculaire et médullaire (effet de rétrecissement tissulaire ou
« shrinkage ») n’est pas bien connu a ce jour. Cependant, le réalignement des SCAN
1 et 2 (étape de « registration » 3D des jeux de données avant/aprés marquage) a

permis de limiter au maximum cet effet d’altération tissulaire.

L’utilisation d’'un niveau de résolution inframillimétrique avec le nanoCT, le
recours a un amplificateur de contraste des tissus mous qui soient moins toxiques
que le tétroxyde d’osmium (ex : polyoxometalate) constituent des pistes récentes et
intéressantes de développement technologique. Ces pistes présentent divers
avantages : I'absence de décalcification préalable au marquage des échantillons
permettant l'analyse simultanée de la microarchitecture et des constituants
médullaires avec une acquisition unique, la visualisation et I'analyse quantitative

tridimensionnelle des plages osseuses plus ou moins minéralisées (« os jeune/os
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vieu »), la microvascularisation osseuses et médullaires (245), ainsi que la
caractérisation des adipocytes individuels (diamétres, localisations) (185). La
poursuite de ces travaux et I'étude de l'impact de l'adiposité médullaire sur la
minéralisation du tissu osseux apres I'ovariectomie permettra de préciser le réle de

I'adiposité médullaire a I'échelle moléculaire et élémentaire.
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CHAPITRE 6 : CONCLUSION-PERSPECTIVES

L’investigation et la compréhension de la relation entre I'adiposité médullaire
(et ses médiateurs chimiques) et la qualité osseuse ont émergé ces derniéres
années comme de nouveaux champs pour la recherche. Il semble aujourd’hui qu’il
faille prendre en considération I'adiposité médullaire lorsqu’on évalue les parameétres
de qualité osseuse (246). L’adiposité meédullaire constitue un dépo6t de graisse
hétérogéne avec des adipocytes qui se distinguent, tant dans leur phénotype que
dans leurs réponses aux stimuli en fonction de leur localisation dans I'os ainsi que de
leur environnement dans la niche médullaire. Avec l'aide de notre nouvelle méthode
de caractérisation tridimensionnelle permettant I'alignement de I'os et de I'adiposité
meédullaire, ce travail de thése précise les spécificités du contenu adipeux médullaire
et sa distribution dans l'os alvéolaire et le condyle de la mandibule de rat au cours du

vieillissement et de 'ovariectomie.

A 6 mois, la mandibule de rat se distingue par une microarchitecture
osseuse trabéculaire plus dense que dans le tibia avec un contenu adipeux
médullaire en faible quantité dans I'os alvéolaire et absent dans le condyle. Ces

spécificités de site sont maintenues a 10 et 15 mois d’age.

Au cours du vieillissement, aucune modification de la microarchitecture
osseuse ni du contenu adipeux médullaire n’a été constatée en site mandibulaire. En
revanche, une augmentation du contenu adipeux meédullaire dans le tibia a été
observée a 10 mois, suivie d’'une diminution a 15 mois sans modification des

parameétres de microarchitecture osseuse.

Apres ovariectomie, on observe a court comme a long terme :
» Dans le tibia :
v"un volume osseux et une densité trabéculaire inférieurs
v. un volume de moelle, une épaisseur de travées, un indice de
fragmentation trabéculaire et une distance inter-travées supérieurs.

v"une augmentation du contenu adipeux médullaire,
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v" une localisation du contenu adipeux médullaire préférentiellement au
contact des travées osseuses.

> Dans l'os alvéolaire :

v un volume osseux et une densité trabéculaire inférieurs

v" un volume de moelle, ainsi qu’une distance inter-travées supérieure

v'une augmentation du contenu adipeux médullaire dans le groupe OVX_PF

v' une localisation du contenu adipeux éloignée de la surface osseuse
trabéculaire.

> Dans le condyle :

v' une absence de variation du volume osseux ainsi que du volume de
moelle osseuse.

v' une densité trabéculaire inférieure associée a une épaisseur des travées,
un indice de fragmentation trabéculaire supérieur.

v" Une apparition tardive du contenu adipeux.

Dans les groupes OVX, une corrélation négative entre le volume
d’adiposité médullaire et I’épaisseur des travées est rapportée uniquement dans
le tibia, suggérant une implication de l'adiposité médullaire dans le métabolisme

osseux local.

L’'ovariectomie se caractérise par des modifications ostéo-médullaires et
adipocytaires marquées dans le tibia et plus discréte en site mandibulaire. Dans la
mandibule, on peut émettre ’hypothése que I'activité masticatoire limite la conversion

adipeuse médullaire et la perte osseuse.

Ce travail de thése montre une relation de la distribution adipocytaire sur la
microarchitecture osseuse dans le tibia et pas dans la mandibule. Cela ouvre des
perspectives pour de futures études visant a préciser I'impact de cette distribution sur
la qualité osseuse a I'échelle moléculaire. Ainsi, nous avons initiés des travaux
préliminaires sur la composition ultrastructurale osseuse et le degré de minéralisation

tissulaire en fonction de I'age tissulaire au sein de la mandibule (Fig. 35-36).
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Os basal R ) Os alvéolaire R

Figure 35: Coupe frontale de tissu osseux mandibulaire de rat observée en microscopie a
balayage laser révélant la co-localisation des sondes fluorescentes injectées avant sacrifice de
I’animal (calceine, vert J-15; déméclocycline ; jaune J-1) : technique de double-marquage par
les tétracyclines. Chaque marque fluorescente révéle le front de minéralisation actif au

moment ol la dose a été administrée (travail personnel).

Figure 36: Images MEB de tissu osseux (tibia, os alvéolaire et condyle), montrant
I’hétérogénéité de la minéralisation inter-site corticale et spongieuse (x400). Les faibles

niveaux de gris reflétent un faible degré de minéralisation et inversement.
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ANNEXE(S)

Corrélations parameétres microstructure osseuse/adiposité médullaire

1 variable d'ajustement : poids des animaux

1. Groupes SHAM (temps poolés)

Spearman Partial Correlation Coefficients, N=29

> Site : Tibia
BV/TV Ma.V/TV BS/BV Th.N Th.Th Tb.Sp Th.Pf DA
T r=0,23414 | r=-0,23414 | r=0,03841 | r=0,29859 | r=-0,14655 | r=-0,32967 | r=-0,29264 | r=-0,03210
: p=0,2304 | p=0,2304 | p=0,8461 | p=0,1227 | p=0,4568 | p=0,0867 | p=0,1307 | p=0,8712
e r=0,27552 | r=-0,27552 | r=0,01041 | r=0,33452 | r=-0,13594 | r=-0,37615 | r=-0,33104 | r=-0,05396
) " | p=0,1559 | p=0,1559 | p=0,9581 | p=0,0819 | p=0,4904 | p=0,0485 | p=0,0853 | p=0,7851
Spearman Partial Correlation Coefficients, N=28
> Site : Alveolar bone
BV/TV Ma.V/TV BS/BV Tb.N Th.Th Tb.Sp Th.Pf DA
e r=-0,11048 | r=0,10937 | r=-0,11654 | r=-0,26433 | r=-0,16233 | r=0,21460 | r=-0,09978 | r=-0,31154
) p=0,5833 | p=0,5871 | p=0,5627 | p=0,1827 | p=0,4185 | p=0,2824 | p=0,6205 | p=0,1137
e r=0,00046 | r=-0,00175 | r=-0,12603 | r=-0,14743 | r=0,12177 | r=0,11523 | r=-0,19708 | r=-0,34232
’ ’ p=0,9982 | p=0,9931 | p=0,5311 | p=0,4630 | p=0,5451 | p=0,5671 | p=0,3245 | p=0,08505
2. Groupes OVX_AL/OVX_PF (temps poolés)
Spearman Partial Correlation Coefficients, N=40
> Site : Tibia
BV/TV Ma.V/TV BS/BV Tb.N Th.Th Tb.Sp Th.Pf DA
T r=-0,09078 | r=0,09078 | r=0,52448 | r=0,02198 | r=-0,47128 | r=-0,01226 | r=0,28957 | r=0,43806
) p=0,5826 | p=0,5826 | p=0,0006 | p=0,8943 | p=0,0025 | p=0,9410 | p=0,0738 | p=0,0053
T r=0,05571 | r=-0,05571 | r=0,52487 | r=0,17145 | r=-0,54916 | r=-0,14481 | r=0,19628 | r=0,50727
’ | p=0,7362 | p=0,7362 | p=0,0006 | p=0,2966 | p=0,0003 | p=0,3791 | p=0,2311 | p=0,0010
Spearman Partial Correlation Coefficients, N=39
» Site : Alveolar bone
BV/TV Ma.V/TV BS/BV Th.N Th.Th Th.Sp Th.Pf DA
R r=-0,47637 | r=0,42064 | r=0,15192 | r=-0,44529 | r=-0,01572 | r=0,47850 | r=0,30888 | r=0,00825
) p=0,0025 | p=0,0085 | p=0,3626 | p=0,0051 | p=0,9254 | p=0,0024 | p=0,0592 | p=0,9608
R r=-0,34162 | r=0,28531 | r=0,07132 | r=-0,31392 | r=0,03160 | r=0,35635 | r=0,18511 | r=0,03265
) ) p=0,0358 | p=0,0825 | p=0,6705 | p=0,0549 | p=0,8506 | p=0,0281 | p=0,2659 | p=0,8457
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ABSTRACT

Bone homeostasiz is nfluenced by the bone mamow adipose fissue (BMAT). BMAT
distmbution vanes from one anatomical location m the skeleton to another. We developed an
advanced mictofocus computed tomography (microCT) imaging and amalysis protocol that
allows accurate alignment of both the BMAT distmbution and bone micro-architecture as well
as calculation of the distance of the BMAT adipocytes from the bome surface. Using thas
protocol, we detected a different spatial BMAT distobution between the rat tibia and
mandible: m the proximal metaphysis of the tibia a large amount of BMAT (~20% of the total
BMAT) was located close to the bone surface (=20 pm), whereas in the alveclar ndge ~30%
of the total BMAT was located between 40 and 60ym from the bone surface. In the alveolar
nidge of rats, the trabecular bone volume was 483% higher compared to the proximal
metaphysis of the tibia (p=0.0001) and the percentage of adiposity determined to the relative
marrow volmme was lower (1.5%) compared to the proximal metaphysis of the tibia (9%,
p=0.0002). Interestingly, in the tibia a negative comelation was found between the percentage
of adiposity mn the total volume and the trabecular thickness (=-0.74, p=0.037). The present
smdy highlights that in companison to tibial proximal mefaphysis, the mandibular bone
exhibits a massive trabecular network and a low BMAT content with almost no contact with
the bone surface. These findings are of great mterest becanse of the importance of the fat-
bone mteraction and its cument involvement in several rescrptive bone diseases.

Eevwords: Rats — Jaw bone — Osmium stamning — Bone structure — Micro-computed
tomography imaging — Adipocytes
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Introduction

Through the last decades, adipose fissues have revealed their diversity regarding their cellular
composition, anatomical location and physiopathological properties [1, 2] Among the fat
depots, bone mamow adipose tissue (BMAT) emerges as a distinet fat depot regarding the
size, distnbution and metabolic fimction of the marmow adipocytes [3—5]. The presence of this
adipose fissue and its normal age-related comversion n the bone marrow was a long-standing
knowledge thanks to histomorphometry and magnetic resonance maging (MET) but has been
surpnisingly disregarded in the cramiofacial skeleton Distmbution of the BMAT i the
skeleton is a tightly regulated process with skeletal site specificities [6-8].

Recently, m rodents, BMAT content and composition have been reported to be differently
distobuted between the distal and the proximal metaphysis in the tibia. But the status of the
mandible is still not clear. In the jaws, two fimctional areas characterized by a lugh bone
remodeling activity have been identified in rats: the alveolar ndge and the comdyle [9].
Yamada ef al established that the comversion of hematopoietic to fatty mamow m young
subjects occurs first in the mandibular corpus followed by the ranms and finally the condyle
[10]. The BMAT content within the alveolar nidge remains to be elucidated on adults and the
influence of the teeth on the alveolar ridge BMAT content have not been evaluated to date.
Lack of knowledge regarding the BMAT location and compesifion in the craniofacial
skeleton particularly in presence or absence of the teeth impairs our understanding of not only
bone homeostasis during aging but also a broad range of pathological conditions meluding
periodontal diseases.

Although BMAT ongin, development and fimction are still being determined, ifs importance
in bone-fat interactions remains of high chimcal mterest [11-13]. From clinical findings,
marrow fat composition also plays a role in skeletal homeostasis [14-16]. Recent studies in
both human and amimal models indicate a relationship between the amount of BMAT and
several bone diseases [17-19]. BMAT 15 also mvolved in the regulation of hematopoiesis [20]
and modified during aging [21]. Through aging, an increase of BMAT content was observed
and appears to be inversely cormrelated to decrease trabecular bone veolume i thac crest[22].
The bone remodeling activity seems to be modulated by the local bome mamow
microenvironment adjacent to bonme surface [23, 24]. Consistent with the mmportance of
paracrine signaling of BMAT, in vifro co-cultore studies from our lab by Clabant et al.
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suggest that adipocytes may affect bone cells fate by promoting trans-differentiation {or re-
programming) of osteogenic cells [25]. To understand bone-fat interactions, the relationship
between bone and BMAT proximity deserves careful consideration especially among bone
sites. 11 et al. reported also histomorphometric data m vertebrae and concluded that skeletal
sites with high vellow marmrow fat content, such as candal vertebrae or distal tibiae, did not
mduce cancellous bone osteopema [26].

The anatomical dissemination and the difficulties to access BMAT still hamper our
understanding of the relative mvolvement of BMAT in health and diseases. The aim of the
present study was to develop an original microCT imaging and amalysis protocol that
combines two registered microCT scans of the same sample from which both the micro-
architecture and the BMAT content (nsing osmium tetroxide staining) can be calculated This
novel protocol allowed to establish the BMAT status of both the mandibular alveolar ridge
and condyle compared with the tibial metaphysis in a rat model. Moreover, and umguely, it
allowed to mvestigate the distance between BMAT and trabecular bone surface.

Material & Methods

Animal Procedures

Six month old female Sprague-dawley rats (n=9) with a homogeneous weight of 361z (=18g,
5D) were provided by Janvier Lab (Laval, France). The provider reports that the rats were
free of known viral bactenal and parasiic pathogens, mn accordance with the approval
obtained by the Vetennary Department of the French Ministry of Agnculture (approval no. B
53-103-02). All experiments on animals were camed out m an accredited amimal facility
(authorization no. B3933010) at the Umiversity of Lille under the approval of the Amimal
Ethic Committee and in accordance with the directive 2010/63/EU and the “Principles of
Laboratory Animal Care” recommended by the National Society for Biomedical Research m
France Rats (n=3/cage) were housed in type 4 cages filled with Lignocel® (hygiene animal
bedding) ennched with honizontal tubes for climbing under controlled conditions at 22+2°C
on a 12h light/1?h dark cycle with lights on from 7.00 am to 7.00 pm They were fad ad
libitum (free access to tap water and standard chow diet). Bats were euthamized by
exsanguinations under anesthesia at 6 months. At sacnfice. right hemi-mandibles and tibias
were harvested. immediately fixed for 48h i 10% neutral-buffered formalin and stored m
phosphate buffered saline prior to further analyses.
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MicroCT image acquisition and reconstruction: SCAN 1

To assess smmltaneously the bone micro-architecture and the BMAT content, the trabecular
area was investigated in three skeletal locations: (i) the mtra-radicular tooth-beaning (alveolar)
bone of the first molar, (11) the central area of the mandibular condyle in the mandibles and
(i) the secondary spongiosa of the tibial metaphysis (Fig. 1).

All bone samples were scanned a first time (1.e. SCAN1) to allow analysis of the trabecular
bone morphometnic parameters. Specimens (mandibles and tibize) were placed in a plastic
sample holder and were scammed using a Skyscan 1172 microCT device (Bruker MicroCT,
Kontich, Belgium). The software suite provided by the mammfacturer was used for image
acquisition, Teconstruction, analysis and 3D wvisualization (Skyscan 1172%, NRecon®
Dataviewer, CTAn®, CTVox™).

Scan settings were as follows: isotropic voxel size 10pm’, 80 kVp, 100pA, Al-Cu filter,
2400ms mfepration time, 0.3" rotation step over 180°.

For the reconstruction (NRecon®), the following settings were appliad to clearly distinguish
the mineralized compartment of the bone from the bone marmow: Gaussian smoothing, nng
artifact reduction 6, beam hardening comrection 50%.

Osminm tetroxide staining protocol

After these first acquisitions, samples were prepared for BMAT analysis. Thus, all the bone
samples were decalcified under controlled slow oscillations in 4% formic acid10% NBF
(1:1), pH 74, for 4 days. Once demmeralized, they were rnsed m distlled water. Each
decalcified bone was then stained in the fume hood for 48h in a 45ml] stainmg solution that
was composed of a 1% osmium tetroxide solution stabilized in a 2 5% dichromate potassium
solution at room temperature. Then the bones were washed, i the same tube, by removing
the staiming solution and soaking the stained bones in 45ml of PBS for 3h at room
temperature. This washing step was repeated twice and the last wash was left n the hood
overmight Osmium stained bones were then moved to a fresh set of 50 ml falcon tubes
containing 43ml of PBS each and were stored at +4°C until microCT acqusition.

MicroCT image acquisition and reconstruction: SCAN 2

After osmmium tetroxide staming, the decalcified and stained bone samples were scanned a
second time (Le. SCAN2) to allow analysis of the BMAT.

Samples were scanned using the same acqusition settngs as for the first scan.
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For the reconstruction of the SCAN? datasets, the following settings were applied to reveal
osmium-stained BMAT: Gaussian smoothing nng artifact redoction 3, beam hardening

correction 30%.

Image datasets alignment (SCAN] and SCAN? registration)

The SCAN] and SCAN2? datasets were rotated fo obtain the same omentahon, which was
specific for each skeletal location (the longitudinal axis of the proximal metaphysis m the
tibia and the mandibular condyle and the first molar in the alveolar nidge for the mandible, see
Fig. 1}. Then, the reoniented datasets of each sample (SCAN] as reference, SCAN2 as target)
were mamually registered using Dataviewer software (v. 1.5.2.4) following these critical steps:
(1) cozegistration of the global outlines; (i) adjustment of the enamel of the rodent meisor (m
case of the alveolar ndge) and (i) progressive adjustment of the trabecular network and bone
marrow space using the profile scale diagram and different angles of view (Fig 1).

Determination of the Regions of Interest (ROI)

After remstration, regions of interest (ROI) were drawn m the SCAN] datasets that delimeated
the trabecular area of the samples using CTAn. For the alveolar ndge, ROIs were selected as
the intra-radicular bone of the first molar from the fircation to the apex roots, as adapted from
the protocol of Du et ol (medification: oval shape instead of a circular one) [27]. In the
condyle, the F.OI was selected according to the method described by Jiao et al as a rectangle
shape (1mm length. (.5mm height) in the central compartment (Fig. 1) [28]. In the proximal
tibia, 200 cross-sections (2mm heighf) were selected 1.3mm under the growth plate and the
trabecular area was isolated from the cortical area by a semi-automated protocol in CTAn®
[29].

MicroCT image analysis - trabecular bone micro-architecture

In these ROz of the SCAN 1 datasets, a one-level Otmn’s method was nzed to determine the
threshold between the mineralized fissne and the bone marrow compartment (and vice versa)
[30]. and the following bone mucrostructural parameters. reflecting the morphology of the
trabecular network for each skeletal location, were measured using CTAn®: percent bone
volume (BV/TV, %), percent marrow volume (Ma VITV, %), trabecular bone surface’volume
ratio {(BS/TV, mm™), trabecular mumber (TN, mm™), trabecular thickness {Tb.Th. mm),
trabecular separation (Tb Sp, mm} and trabecular pattern factor (Th PL mm™).
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MicroCT image analysis - BMAT content and distribution
For quantification of the BMAT content, each defined ROI of the SCANS 1 datasets was re-
used on the co-regstered SCAN?Y datazet in order to defermine the BMAT content in the same
area as where the bone micro-architecture was assessed. For the mandibular bone, a fixed
threshold value (between 110 and 255 grayscale levels) was used for both skeletal locations.
In the tibia, the BMAT was segmented using a multilevel Otsu algonthm (3 levels). The
followmg BMAT parameters were measured for each skeletal location percentage of
adipocyte volume m the total volume of the ROI (Ad V/TV, %) and, n an onginal way, the
ratio adipocyte volume/mamow vohme (AdV/MaV, %) which constitute a nowvel 3D
parameter. To assess the spatial distbution profile of BMAT in relation to the bone surface, a
cﬂumiz&dstep—ndsepmcm(i.etaﬁlist}wasu‘eatediu[fl'ﬁnataplotthgpmmtagenf
adiposity versus the distance from the trabecular bone surface. This task List combines, after
uploading the segmented osmium stamed BMAT from the SCAN? datasets as the image and
the binarized trabecular network of the SCAN] datazets as ROL

1. one-level Otsu thresholding,

2. morphological operation : 20 pm 3D dilatation step (2 pixels),

3. saving mmages,

4. 3D morphological analysis to determine the percentage of adiposity in this velume.
Based on the trabecular separation parameter, these 4 tasks have been repeated 7 times to

cover the enfire marrow cavity.

Statistical analyses

Al statistical methods were performed with SAS software package, release 9.4 (SAS
Institute, Cary, NC). Data are presented as mean =+ standard deviation (5DY). Nommality of
distmbutions was assessed graphically and using the Shapiro-Wilk test.

Companson between the three skeletal locations was made using a linear muxed model m
order to take into account the comelation between the repeated measures within subjects (one
measure per location) by meluding a random subject effect. Post-hoc pairwised companisons
between skeletal locations were performed. Residuals of the model were checked.
Eelationship between trabecular bone micro-architecture and BMAT content was assessed
using a linear mixed model in order to take into account the comelation between the repeated
measures within subjects. This model included interaction term between the location and the
distance of trabecular bone surface. If significant interaction was observed. difference
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between each site was assessed at each distance of trabecular bone surface using linear
contrasts.

Comelation between variables was examined among each site by a Spearman’s rank
correlation coefficient. Statisheal significance for all above tests was set at p = 0L05.

Resulis

Our novel microCT imaging and analysis protocol allowed accurate and sinmitanecus
characterization of the trabecular bone micro-architecture and the BMAT content and spatial
distmbution within the same anatomical location (Fig. 1). Three skeletal sites (alveolar ridge,
condyle and proximal tibia) in rats have been investigated by this approach in the present
study.

Condyle Alveolar

Tikia

Fig. 1. Global approach to co-investigate the trabecular bone micro-architecture and the
BMAT in the mandible (alveolar and condylar bone) and in the tibia.

A Shadow projections showing the volume of interest.

B. Cross-sechions illustrating the trabecular ROI and the comesponding cross-section after
binanization of the trabecular network.

C. Registration of SCAN]1 and SCAN? datasets

D. 3D rendening of the trabecular bone network (white) and BMAT (vellow) within the ROL
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Trabecular bone micro-architecture

Micro-architectural differences were found between the three skeletal locations (Fig. 2). More
specifically, BV. TV was 48 3% higher in the alveolar ndge and 58 2% higher in the condyle
compared to tibial metaphysiz. Th N was 20.9% higher in the alveolar ndge and 24.1% higher
m the condyle compared to the tibial metaphysis, and this was associated with an mereased
mean trabecular thickness of 38.5% in the alveolar ndge and 46 7% m the condyle compared
to tibia. Tb.5p was simlar for the alveolar ndge and the tibial metaphysis, whereas the
condyle exhibited a mean trabecular separation that was £1.8% higher than that of the tibial
metaphysis. Th Pf was negative in the alveolar ndge and in the condyle while it was found to
be positive in the tibia. BS/TV was found to be ~40% inferior in the alveolar ndge and the
condyle in comparison with tibial metaphysis.
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Fig. 1. Trabecular morphometric parameters (histograms) and representative 2D binanzed
sagittal cross-sections showing frabecular bone (white) and mamow cavities (black) m the
three skeletal locations: BV/TV= trabecular bone volume/total volume rato (3), TN =
trabecular mumber [mm"}, Th.Th = trabecular thickness {mm), Th.5p = trabecular separation
(mm), Tb.Pf = trabecular pattern factor (mm™), BS/TV = bone surface/total volume ratio
(I:I:Im'i} ;- ** p=0.01, *** p=0.0001

112



Production scientifique

BMAT content

BMAT content in relation to the trabecular bone was obtamed using our novel microCT
imaging and analysis protocol as shown in Fig. 11D. The alveolar ndge showed a Ma VTV
ratio that was 77.5% lower than that of the tibial metaphyziz. The condyle exhibited an even
higher difference compared to the tibial metaphysis (-185%, p=<0.0001). No BMAT was
observed in the condyle (Fig. 3). In the tibial metaphysis, the percentage of adipocyte volume
was higher compared to the alveolar ndge both when deternumed relative to the total volume
(6% vs 0.5%, p=0.0001) as to the mamow volume (9% vs 1.5%, p=0.0002).
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Fig. 3. Bone marrow adipose properties (histograms) and representative co-localisation of
trabecular bone (white) and marmow adiposity (yellow) i 2D honzontal cross-sections after
registration in the three skeletal locations: Ma VTV = mamow volume/total volume ratio (%),
Ad VTV = adipose volome/total volume ratio (%), Ad V/Ma 'V = adipose volume/marrow
volume ratio (%0); - ** p=0.001, *** p=0.0001
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Correlation and spatial relationship between the trabecular bone and the BMAT

A pegative correlation was found in the tibia between the adipose volume/total volume ratic
and the trabecular thickness (r=-0.74. p=0.037). For the two other skeletal locations, no
significant comrelations were found between the bone micro-architecture and the BMAT
content. Chur nowvel microCT maging and analysis protocol umiguely allowed to assess the
spatial relationship between the bone and the BMAT. No assessment of this spatial
relationship was possible for the condyle, since there was no BMAT present m this location.
In both the other skeletal locations. 1e. the alveclar ndge and the fibial metaphysis, it was
seen that 50% of the adipocyte volume was located at a mean distance of 40pm from the
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trabecular bone surface (Fig. 4A). Interestingly. in the tibial metaphysis there were more
adipocytes located close to the trabecular surface (~23% located at 20um; Fig. 4B) than m the
alveplar nidge (~30% located between 40 and 60 pm; Fig 4B). Significant differences were
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Fig. 4. Spatial relatomship between the trabecular bone surface and the BMAT

A Cummlative percent of the BMAT in fimetion of the distance to the trabecular bone
surface.

B. Distnbution histogram of the BMAT content in the alveolar ridge and the tibial
metaphysis in fimetion of the distance to the trabecular bone surface.

C. Fepresentative image illustrating the novel approach of progressive dilatation of the
trabecular bone network used as ROI to quantify the mean distance separating bone
from adipose depots (color code), the white representing the bone trabeculae without
any dilatation of the ROL
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Discussion

The rat model is considered as a suitable model for assessing the bone micro-architecture for
many applications [31, 32]. The choice of the age iz, however, crucial as the mpact of
skeletal maturation could impair the results. Rats expenience a natural permanent skeletal
growth until six months of age [33-335]. Therefore, six months is often reported in the recent
literature as an accurate peniod to mvestigate bone or bone marrow changes so as to avoid any
confounding factors due to growth or senescemce. Since also the BMAT content is ape-
related, the age 15 an important aspect that has been taken into account in the present stody.
which assesses both the BMAT and the bone micro-architecture. Therefore, six-month-old
tats have been selected for our study.

The present data showed skeletal location-related differences m the bone micro-architecture.
Indeed, 3 much denser bone mucro-architecture was observed m the mandible (=50% m
trabecular bone volume, =20% in trabecular mumber, =40% m trabecular thickness) conpared
to the tibial metaphysis. In addition, the negative trabecular pattern factor values indicates a
more connected trabecular lathee and a prevalence of enclosed cavities with concave surfaces
in the mandible while positive value indicates a more discomnected trabecular structure in the
tibial metaphysis. BS/TV parameter, representing the specific surface, have been described as
a good predictor of bone loss [36]. The higher value in the tibial metaphysis may explain its
moTe sensitive response fo bone loss in companson to the jaws. Bone loss was found to be
enhanced preferentially within limb in ovanectomized (OVX) animals studies. In normal
protein diet—fed animals, OVX led to a reduction of BV/TV of 4.9% in the mandible but 82%
in the tikia (p = 0.001) [37]. Elowvic et al. reported that in the mandible of adult rats (~ 4
months), OVX led to a 15% and 28% increase in failure load and stiffness, respectively, it
no change m bone area fraction or bone mineral density. In older rats (~6 months), OV led
to an 8% decrease in bone area fraction. but no change in failure load, stiffness. or bone
mineral density of the mandible [38]. In luman chmical siuations of bone loss such as
osteoporosis, the relationship between mandibular alteration and prediction of osteoporotic
fracture is controversial and of low sensitivity [40, 41]. These site-skeletal differences could
be in part explained by the masticatory activity, resulting in cyclic loads on the mandibular
teeth-bearing bone compared to the long bones in animals [42, 43]. A higher bone turnover
rate has also been reported in the jaws [44, 45].
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The amount of trabecular bone was the highest in the condyle, with a mean trabecular volome
of about 75%, followed by the alveolar ndge (61.5%) and finally the tibial metaphysis (32%).
This higher bone volume in the condyle is associated with a higher mean trabecular density
and thickness and a mean mter-trabecular distance that is twice less compared to the tibia or
the alveolar ndge. These results are consistent with those of Chot of al, who reported a denser
microstructure m the condyle according to the presence or the absence of teeth in postenior
sectors [46, 47). Bresm et al suggested that the confirmoushy erupting mcisor in the rat, which
occupies a large part of the mandibular body, may also play a role in the micro-architecture of
the teeth-bearing area [48]. However. in the present study. the ROl m which the bone micro-
architecture was analyzed was chosen in a distant area from the incisor (inter-radicular bone
of the first molar).

In terms of bone micro-architecture, the reported findings are in accordance with previous
studies that focused on skeletal specificities [37], but they provide for the first time new
mformation on the spatial distmbution of BMAT in the mandible of mature rats. Using our
novel microCT approach, we detected a different spatial BMAT distribution between the rat
tibia and mandible: m the proximal metaphysis of the tibia a large amount of BMAT (~20%
of the total BMAT) was located close to the bone surface (=20 pm), whereas n the alveoclar
ridge ~30% of the total BMAT was located between 40 and 60pm from the bone surface.
Interestingly, in the tibia a negative comrelation was found between the percentage of adiposity
in the total volume and the trabecular thickness (=-0.74, p=0.037}. No BMAT was ohserved
in the condyle of the six-month-old female rats. This is m comespondence with the human
study of Yamada ef al, in which later mamow adipose conversion is described in the condyle
compared to the mandibular body [10].

Quantification of BMAT in amimals (mainly mice} was first estimated by counting hipadic
droplet cells on XD histological sections. However, it was time-consuming, resource mtensive
and most of all inconsistent between laboratones as it may miss changes m 3D BMAT
content. More recently, BMAT volume and heterogeneity was assessed by 3D approaches
using mictoCT mmaging to better understand the BMAT development finction and
mplication in bone diseases and treatment [21, 32]. However, the available studies present
several limitations in the characterization of BMAT in relation to the bone surface and
structure (L.e. no possible measurement of BMAT content regarding to the mamow volume, no
determination of the spatial distnbution of the BMAT and no quantification of both bone
micro-architecture and BMAT within the same region of mterest). To our best knowledge.
this is the first stody to allow an accurate charactenzation of both the BMAT distnbution and
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bone micro-architechure (after image datasets alignment) as well as calculation of the distance
of the BMAT adipocytes from the bone surface. Taken together, the results of the present
study report that mandibular bone has a denser bone micro-architecture compared to the tibial
metaphysis, a lower bone mamow volume and a BMAT content located at distance from the
trabecular bone surface.

Conclusion

Investigatmg and understanding the relationship between BMAT and bone guality has
emerged as an exciting area of research. As pomted out by other groups. one should take into
account the fat content in the marrow when assessing bone integrity as it may affect bone
microstucture [49, 50]. BMAT has turned to be a heterogeneous fat depot whose adipocytes
diverge in their phenotype and their response to stinmli according to their location in bone and
its mamow emvironment [3]. With the help of a novel method aligmng the bone and the
BMAT 1n 3D, the present study establishes the BMAT content and distnbution in alveolar and
condyle sites of rat mandible These results are emucial to have a better understanding of
mandibular specific response during vanous physiopathological events that should be
investigated with rat model
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Microarchitecture osseuse et adiposité médullaire de la mandibule :
Etude expérimentale chez la ratte adulte ovariectomisée.
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Mots clés : Mandibule ; Microarchitecture osseuse ; Adiposité médullaire ; Marquage au
tétroxyde d’osmium ; Microtomographie a RX.

Résumé :

L’ostéoporose est une maladie fréquente et généralisée du squelette qui se caractérise par une
perte de masse osseuse et des altérations de la structure des os. Ces variations des propriétés
osseuses, observées a diverses échelles et associées a une augmentation du contenu adipeux de
la moelle, témoignent d’une plus grande fragilité du squelette. Ces modifications sont cependant
différentes en fonction du site. Cette variation du contenu adipeux médullaire, rapportée
notamment dans les os longs du squelette appendiculaire, semble jouer un rdle crucial dans la
survenue de I'ostéoporose. Néanmoins, ces altérations ostéo-médullaires, aussi bien quantitatives
que qualitatives, sont controversées et peu documentées au niveau des maxillaires, la mandibule
en particulier. Le but de notre étude est d’évaluer, au cours du vieillissement et dans un modéele
d’ostéoporose (ratte adulte ovariectomisée), les relations entre les variations du contenu adipeux
meédullaire et la microarchitecture osseuse en site mandibulaire en comparaison avec un site de
référence, le tibia. La microarchitecture osseuse, la quantité et la répartition du contenu adipeux
médullaire aprés marquage au tétroxyde d’osmium ont été analysées par microtomographie a
rayons X dans la mandibule dentée (os alvéolaire) et non dentée (condyle). Au cours du
vieillissement, aucune altération des paramétres osseux et médullaires n’a été mise en évidence.
En revanche, le déficit hormonal en oestrogénes induit par ovariectomie conduit a une perte
osseuse plus marquée (+35%) dans le tibia que dans la mandibule, associée a des modifications
microarchitecturales et adipeuses médullaires site-spécifiques. En effet, en comparaison avec le
tibia, un faible contenu adipeux (<10% de moelle) est retrouvé dans le secteur denté (alvéolaire)
ainsi que non denté (condyle). A la différence du tibia, au sein duquel un effet de « clustering »
des adipocytes est observé a la surface osseuse trabéculaire, le contenu adipeux mandibulaire est
réparti de maniére homogéne dans les espaces médullaires avec trés peu de contact avec la
surface osseuse trabéculaire. En conclusion, nos résultats indiquent une perte osseuse modérée
dans la mandibule par rapport au tibia associée a une augmentation du contenu adipeux
meédullaire tardive dont la répartition au sein des espaces médullaires n’est pas modifiée a la
différence du tibia. Nous émettons I'hypothése qu’une activité de remodelage et des sollicitations
biomécaniques différentes puissent expliquer les spécificités physiopathologiques observées en
site  mandibulaire. D’autres études seront nécessaires pour préciser I'impact de telles
modifications sur la qualité osseuse a I'échelle moléculaire et élémentaire, ainsi que pour préciser
les mécanismes de dialogues entre les ostéoblastes et les adipocytes.
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