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L'étude histologique du tissu osseux a fait de remarqguables
progrés depuis une trentaine d'années. L'introduction de 1l'inclusion
en résines plastiques de dureté analogue a celle du tissu osseux a
considérablement amélioré les conditions d'étude du tissu osseux en
permettant la conservation de toutes ses structures et de ses rapports
avec les tissus mous environnants. Une meilleure compréhension des
processus dynamiques responsables des images observées au microscope
fut facilitéé. Par ailleurs, avec l'avénement des méthodes de mesuras
manuelles, semi-automatiques et automatiques, l'analyse morphométrique
a permis la quantification cinétique.

L'utilisation intensive de ces techniques a fait progresser nos
connaissances fondamentales de la biologie osseuse: histogénése,
croissance, modelage et remaniements sont des processus dynamiques
totalement différents, réalisés par les mémes cellules, mals sous des
contrdles différents.

Des altérations de l'un ou l'autre de ces processus ont le plus
souvent une expression pathologique. L'histomorphométrie osseuse trou-
ve donc son intérét en rhumatologie, en particulier avec les ostéopo-
roses, les hyperparathyroidies et surtout les ostéomalacies. Son
inconvénient majeur réside dans la nécessité de réaliser une biopsie
osseuse, habituellement au niveau de la créte iliaque. Toutefois, elle
ne se substitue pas a 1'étude anatomopathologique dont elle n'a d'ail-
leurs pas les mémes buts.

Le rdle jouéd par l'histomorphométrie osseuse quantitative sera
double :

- participer & 1'élaboration du diagnostic,

- permettre l'adaptation d'un traitement et son suivi théra-
peutique, en complément de la clinique, de la mesure biologique et de
l'aspect radiologique. En pathologie infantile, son intérét est égale-
ment trés grand.

Dans le domaine de la traumatologie, l'histomorphométrie osseu-
se contribue au progrés des connaissances sur 1'ostéogénése au cours
de certains processus comme la consolidation des fractures (par con-

tention platrée, par embrochage centro-médullaire élastique stable..
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L'étude histologigue du tissu osseux a fait de remarguables
progres depuis une trentaine d'années. L'introduction de 1'inclusion
en résines plastiques de dureté analogue a celle du tissu osseux a
congidérablement amélioré les conditions d'étude du tissu osseux en
permettant la conservation de toutes ses structures et de ses rapports
avec les tissus mous environnants. Une meilleure compréhension des
processus dynamiques responsables des images observées au microscope
fut facilitée. Par ailleurs, avec 1'avénement des méthodes de mesures
manuelles, semi-automatiques et automatiques, 1'analyse morphométrigue
a permis la quantification cinétique.

L'utilisation intensive de ces techniques a fait progresser nos
connaissances fondamentales de la bioclogie osseuse: histogéneése,
croissance, modelage et remaniements sont des processus dynamiqgues
Lotalement différents, réalisés par les mémes cellules, mails sous des
contrGles différents.

Des altérations de 1'un ou 1l'autre de ces processus ont le plus
souvent une expression pathologique. L'histomorphométrie osseuse trou-
ve donc son intérét en rhumatologie, en particulier avec les ostéopo-
roses, les hyperparathyroidies et surtout les ostéomalacies. Son
inconvénient majeur réside dans la nécessité de réaliser une biopsie
osseuse, habituellement au niveau de la créte iliaque. Toutefois, elle
ne se substitue pas a 1'étude anatomopathologique dont elle n'a d'ail-
leurs pas les mémes buts.

Le rdle joué par 1'histomorphométrie osseuse quantitative sera
double :

- participer a 1'élaboration du diagnostic,

- permettre l'adaptation d'un traitement et son suivi théra-
peutique, en complément de la clinique, de la mesure biologique et de
1'aspect radiologique. En pathologie infantile, son intérét est égale
ment treés grand.

Dans le domaine de la traumatologie, 1'histomorphométrie osseu-
se contribue au progrés des connaissances sur l'ostéogénése au cours
de certains processus comme la consolidation des fractures (par con-

tention platrée, par embrochage centro-médullaire élastique stable..



..etc.) ou encore la régénération osseuse au cours des allongements
des membres.
Notre étude comprend quatre parties :

- La premiére concerne la technique d'inclusion en résines
plastiques et de préparation de lames d'os non décalcifié, puils leur
lecture en morphométrie quantitative.

- La deuxiéme traite de l'os de l'enfant. Apres un bref rap-
pel sur sa formation et plus spécialement au niveau de 1'ilion, elle
porte sur l'analyse morphométrique réalisée chez des enfants sains et
chez des enfants présentant une affection osseuse.

- La troisiéme analyse les processus de consolidation des
fractures par traitement orthopédique et 1'illustre par une expérimen-
tation réalisée chez le lapin.

- La quatriéme étudie le régénérat osseux de l'allongement
en distraction réalisé chez 1'enfant et expérimentalement chez le la-
pin. Elle se prolonge par 1'étude de l'action des antimitotiques sur

le régénérat osseux en distraction expérimentale chez le lapin.
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CHAPITRE I

L'INCLUSION DU TISSU OSSEUX EN HISTOLOGIE
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I~ LA FIXATIOR

Elle a pour but de stabiliser les structures et en particulier
de dénaturer les protéines tout en conservant les radicaux actifs pour
permettre leur mise en évidence par les colorations. Il est a noter
que pour l'examen extemporané, avec coupes en congélation, la fixation
n'est pas réalisée avant la coupe.

A/ Les fixateurs simples

1) Les alcools éthylique et méthylique

Ils présentent une pénétration rapide et une fixation moyen-
ne; en effet, ils provoquent une rétraction des tissus gui est cepen-
dant moins importante avec le méthanol, le propanol et le butanol
(BLLOOM et FRIBERG, 1956).

2) Le formaldéhyde (formol)

<

Il est souvent utilisé en solution & 10 ou 20 % de la prépa-
ration commerciale a 36-40 % du gaz. Il peut étre soit neutralisé par
les carbonates de calcium ou de sodium, soit tamponné a la neutralité
afin d'éviter la formation d'acide formique. Il est filtré avant usa-
ge. Utilisé dans de nombreux mélanges fixateurs, il pénétre rapidement
les tissus et ne provogue pas de durcissement excessif. Il permet une
conservation longue des pieces (BLOOM et FRIBERG, 1956).

3) Le glutaraldéhyde

Tamponné en solution de 1 4 6 % en histopathologie de routi-
ne, il pénétre plus lentement que le formaldéhyde, mais stabilise les
protéines et préserve mieux 1'aspect cytologique (CHAMBERS et coll.,
1968) . Cette fixation améliore de nombreuses colorations dont
1'imprégnation argentique.

Seule la réaction histochimigue au periodic acid Schiff (P.A.S.
perd sa spécificité et colore la coupe de fagon diffuse.

4) Le tétroxyde d'osmium

En solution de 1 & 3 %, c'est le meilleur fixateur cytologi-

gue connu. Cependant, il est toxique, peu pénétrant et rend les tissus
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friables (BLOOM et FRIBERG, 1856).

C'est un oxydant fort qui rend difficile la coloration des
structures éosinophiles et basophiles utilisée en microscopie optique,
et géne la plupart des colorations histochimiques (BLOOM et FRIBERG,
1956,; MUNGER, 1961).

5) Autres fixateurs et en particulier :

- L'acétone

- L'éther monoéthyligue de 1'éthyléne glycol. C'est un trés
bon fixateur pour les mastocytes et un excellent solvant (SHELLEY et
FLORENCE, 1961).

- Le chlorure de mercure ou certains sels de métaux lourds
comme le bichromate de potassium (réservé a la mise en évidence des
catécholamines et de la sérotonine).

B/ Les mélanges fixateurs
Ils sont réalisés a partir de ces fixateurs de base. Ils con-
tiennent parfois des acides organiques ou minéraux comme adjuvants :
acide picrique dans le fixateur de Bouin, acide acétique dans les 1li-
quides de Bouin, de Hollande, de Gendre, de Zenker... etc.
C/ Préparation des tissus calcifiés
Les tissus calcifiés destinés a étre inclus sont généralement
décalcifiés soit aprés leur fixation, soit en méme temps dans un
mélange fixateur-décalcifiant. Des solutions acides ou des chélateurs
sont utilisés :
1) Les acides

- acide trichloracétique en solution a 5 % dans 1'alcool a

95°;

- scide chlorhydrigue en solution aqueuse a 5 %;

- acide sulfurique en soclution aqueuse a 1 %;

- acide picrique;

- acide chromigue;

- R.D.O. {rapide décalcifiant osseux).

2) Les chélateurs

- acide aminotriacétique;
- éthyléne diamine tétracétique acide (E.D.T.A.).
Les tissus calcifiés qui seront inclus dans des milieux de du-

reté comparable a 1'os (méthacrylates, résines époxy ou polyesters)



seront. coupés sans décalcification préalable.

II- LA COUPE DES TISSUS

A/ Tissus non inclus

Rarement utilisée, cette coupe est réservée :

- aux tissus congelés {examen extemporané ou coloration des
lipides);

- a 1'os non inclus par la technique d'usure (épaisseur : 80
a 100p) ou au microtome rotatif pour examen en fluorescen-
ce ou pour microradiographie (GILBERTSON, 1977).

B/ Tissus inclus
L'inclusion elle-méme est précédée de deux étapes

- La déshydratation dans des alcools de degrés ascendants,

- L'imprégnation par le milieu d'inclusion.

On y ajoute souvent une étape intermédiaire de transition per-
mettant le passage du milieu de déshydratation & celui d'imprégnation
s'ils ne sont pas miscibles.

De nombreux milieux d'inclusion peuvent étre utilisés

- La paraffine (GABE, 1968; POLICARD et coll., 1957)
L'imprégnation et 1'inclusion sont effectuées dans la pa-
raffine a sa température de fusion (45 a 60°C). La solidification de
la paraffine est accompagnée d'une rétraction de 10 % environ. Le
fragment subit une rétraction de 20 %, mais de 10 % seulement si
1'inclusion est faite sous vide (BLOOM et FRIBERG, 1956).
- Le paraplast
Mélange de paraffine purifiée et de polyméres plastiques,
permettant des coupes tres fines.
- La gélatine (GABE, 1968; POLICARD et coll., 1957).
- Le diéthyléne-glycol (Esterwax) et le polyéthyléne-glycol
(Carbowax) (GANTER et JOLLES, 1969).
- La celloldine {nitrocellulose ou collodion) (BLOOM et
FRIBERG, 1956; GABE, 1968).
L'inclusion se fait a froid, préserve bien les structu-
res, rn'entraine pas de changement de wvolume du fragment et permet

d'effectuer des coupes de grandes dimensions. Mais c'est une technique



longue nécessitant plusieurs semaines et ne permettant d'obtenir que
des coupes relativement épaisses (15 microns en pratique).

- La double inclusion en celloidine-paraffine permettant de
réaliser des coupes de 0,2 microns pour la microscopie électronique
(PEASE et BAKER, 1948).

C/ La coupe proprement dite
Les prélévements sont ensuite coupés au microtome, les coupes
étalées et montées sur grille pour la microscopie électronique ou sur
lame pour la microscopie optique (étalement, séchage, coloration et

montage) .
I1I11- LES DIFFERERTES TECHWIQUES D'INRCLUSION EN MATIERES PLASTIQUES

A/ Les méthacrylates d'alkyle

Le butylméthacrylate fut le premier milieu d'inclusion en ma-
tiére plastique utilisé (NEWMAN et coll., 1949) et devint rapidement
le milieu d4'inclusion standard pour la microscopie électronique. En
effet, 1'inclusion en celloldine-paraffine permettait difficilement
d'obtenir des coupes fines (PEASE et BAKER, 1948).

Puis fut introduit 1'usage du mélange éthyl-butyl-méthacrylate
pour l'inclusion d'os non décalcifié (WOODRUF et NORRIS, 195%5); 1'ac-
cent était surtout posé sur les applications en autoradiographie. En
fait, cette technique était beaucoup plus rapide que celles a 1la
celloidine précédemment employées (ARNOLD, 1951; ARNOLD et JEE, 1954;
AXELROD, 1947; MAC LEAN et BLOOM, 1940). '

Si le méthacrylate donne de bons résultats en microscopie opti-
que, par contre, il présente deux inconvénients qui sont les artéfacts
de polymérisation et la décomposition sous le faisceau d'électrons.
C'est pourquoil d'autres techniques d'inclusion ont été recherchées et
le méthacrylate abandonné pour la microscopie électronique.

B/ Les résines époxy
1) L'araldite
Ce fut la premiére utilisée (GLAUERT et coll., 1956; MAALGE
et BIRCH-ANDERSEN, 1956); elle évite les artéfacts de polymérisation
parfois constatés avec le méthacrylate.

Les temps d'infiltration sont plus longs que pour le méthacry-
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late du falt de la viscosité du mélange, et 1'imprégnation des tissus
durs est difficile (GLAUERT et GLAUERT, 1958; RICHARDSON et coll.,
1960). Elle présente donc des inconvénients pour la microscopie
optigque : la limitation importante du volume des fragments causée par
la difficulté d'imprégnation, 1'irréversibilité de 1'inclusion et 1la
résistance des coupes aux techniques de colorations histologiques de
routine et aux colorations histochimiques (BURNS, 1970).
2) L'épon 812 (ou 562)
I1 fut utilisé peu aprés 1'araldite (KUSHIDA, 1959; FINCK,

1960; LUFT, 1961). Sa viscosité est plus faible, elle polymérise a
température relativement basse en présence de faibles gquantités
d'accélérateur (FINCK, 1960; RUDDELL, 1967).

La préservation des structures est excellente; l'emploi du bleu
de toluidine a pH 11,1 sans déplastification est possible (TRUMP et
coll., 1961).

Cependant, l'inclusion de gros fragments est délicate gquoique
possible jusqu'a 4 cm de diamétre (ANKER et coll., 1974).

3) Les résines époxy a faible viscosité

Leur faible viscosité permet une imprégnation facile (SPURR,
1969). La qualité des coupes est bonne et la méthode de coloration par
1'Azur II bleu de méthyléne donne d'excellents résultats en micros-
copie optique. Cependant, les colorations courantes ne sont pas pos-
sibles sans déplastification.

Le mélange de Spurr a été utilisé pour la préparation de coupes
d'os non décalcifié. Celles-ci sont déplastifiées & la soude (XIPELL
el. GLADWIN, 1972; XIPELL et coll., 1974).

4) Les autres résines

- Le Maraglas (FREEMAN et SPURLOCK, 1962; LUFT, 1973).

- Les mélanges araldite-épon;

Leur utilisation reste limitée a la microscopie électronigue
par la taille des fragments : 0,5 a 1 mm de cdté (CAYRAC et coll.,
1973; DELLMAN et PEARSON, 1977).

C/ Les résines polyesters
Elles ont été introduites pour la microscopie électronigue
(KELLENBERGER et coll., 1956). L'imprégnation est réalisée dans des

mélanges acétone-polyester pour éviter les contractions dues & la vis-



cosité du Vestopal. Le polymére se coupe facilement et il n'est pas
observé d'artéfact de polymérisation (KELLENBERGER et coll., 1956;
RYTER et KELLENBERGER, 1958).
D/ Les résines hydrosolubles
Flles permettent d'éviter la dénaturation due a la déshydrata-
tion et de préserver l'activité enzymatique (GIBBONS, 1959).
1) L'aquon
C'est un composé de 1'Epon 812; de faible viscosité, 1l est
totalement miscible & l'eau et ne donne pas de rétraction appréciable.
Les coupes pour la microscopie optique sont colorées sans déplastifi-
cation (GIBBONS, 1960).
2) Le durcupan
C'est une autre résine époxy hydrosoluble ({X133/2097)
{STRAUBLI, 1960; PEASE, 1964).

3) Les méthacrylates hydrosolubles

a)- Le glycolméthacrylate (G.M.A.) ou hydroxy-éthyl-métha-
crylate a été utilisé comme milieu d'inclusion pour la microscopie
é¢lectronique {ROSENBERG et coll., 1960).

Le monomeére, CH2 = C - COOH - CH20H, est transparent,

CH3
hygroscopique et incolore. Il est complétement miscible a 1l'eau, a
1'éthanol et a 1'éther, aux fixateurs aqueux et non agueux.

La déshydratation est effectuée en méme temps que 1'im-
prégnation (COLE et SYKES, 1974). Les artéfacts thermiques peuvent
8tre réduits par polymérisation a 0-4°C avec les ultraviolets. La
rétraction pendant la polymérisation n'est que de 6 % (ROSENBERG et
coll., 1960; COLE et SYKES, 1974). L'épaisseur des coupes est de 0,5 a
3 microns. Le polymere est pratiquement insoluble dans 1'eau, mais il
est poreux et permet de réaliser des colorations sans déplastification
(LEDUC et coll., 1963; HOSHINO et KOBASHI, 1971; COLE et SYKES, 1974).

L'emploi de prépolymére permet d'éviter les artéfacts de
gonflement (LEDUC et coll., 1963).

Le G.M.A. est utilisé avec une proportion variable §'eau;
il est souvent associé au butylméthacrylate (LEDUC et coll., 1963;
LEDUC et BERNHARD, 1967).

Une polymérisation rapide en 3 heures & température am-
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biante peut 8tre réalisée avec la NN-diméthylaniline, avec le péroxyde
de benzoyle comme amorceur et le polyéthyléne-glycol 200 ou 400 avec
éventuellement du butoxyéthanol comme plastifiant (RUDDELL, 1967a,
1967b; GREEN, 1870; SIMS, 1974).
Le G.M.A. peut étre employé comme méthode complémentaire de
l1'inclusion en paraffine (LEE, 1977).
b) - L'hydroxypropylméthacrylate {(H.P.M.A.)
C'est un autre méthacrylate hydrosoluble (LEDUC et
HOLT, 1965). Mais sa moins bonne pénétration dans les tissus lui fait
préférer le G.M.A. (LEDUC et HOLT, 1965).
4) Les cross-linked polyampholytes

Ils sont préparés par copolymérisation de méthacrylate acide
et de diméthyl-aminoéthyl-méthacrylate (MAC LEAN et SINGER, 1964).
L'hydrophilie importante des blocs rend leur section difficile (PEASE,
1964).
E/ Les cross-linked méthacrylates
Ils donnent des polyméres insolubles dans les solvants organi-
ques se coupant facllement (PEASE, 1964; SPAUR et MORIARTY, 1977).
Cependant, leur polymérisation est difficile et peut entralner des
craquelures de bloc {PEASE, 1964).
F/ Les inclusions en plastiques mixtes
- Le mélange polyester-butylméthacrylate
La dissolution du B.M.A. laisse le polyester sans support et
permet de nombreuses colorations (LOW et CLEVENGER, 1962).
- Le mélange styréne~B.M.A.
Le B.M.A. sert uniquement a diminuer la dureté du polymére
(KUSHIDA, 1961; 1962). En fait, le styréne altérerait les qualités du
méthacrylate (WOODRUF et NORRIS, 1955).
- Le mélange paraffine-B.M.A.
Le B.M.A. et la paraffine sont miscibles 1'un avec 1l'autre;
le mélange permet d'obtenir des coupes réguliéres de 2 & 4 microns

formant des rubans (ENGEN et WHEELER, 1978).
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T ~ INTRODUCTION

Les méthacrylates sont capables de former par enchalnement cova-
lent des macromolécules ou polyméres (polyméthacrylates). Les molécu-
les de méthacrylate n'ayant pas subi cette réaction sont appelées mo-
noméres. La synthése des polyméres peut s'effectuer selon deux voies
principales : la polycondensation et la polyaddition ou polymérisation
vraie, ce qui est le cas pour les méthacrylates (CHAMPETIER et SADRON,
1975) .

IT - LES METHACRYLATES MOHNOMERES

Les esters acryliques et méthacryliques, ainsi que leurs poly-
meres, sont connus depuils longtemps (MARK et coll.,1964). Ce sont des
alcénes possédant une double liaison en bout de chalne et dont les

formules sont les suivantes

1]

CH2 CH- COO - R pour les acrylates,

CH2 = C - COO - R pour les méthacrylates.
CH3
Les principaux méthacrylates d'alkyle sont
- le méthylméthacrylate (M.M.A.)
CH2 = C - CO0O - CH3
CH3
- 1'éthylméthacrylate (E.M.A.)
CH2 = C - COO - CH2 - CH3
CH3
- et le n-butylméthacrylate (n B.M.A.)
CH2 = C - COO - CH2 - CH2 - CH2 - CH3
CB3

Ce sont des produits liquides, incolores, d'odeur caractéristique,
assez volatiles (CHAMPEAU, 1950).

Le M.M.A. est soluble dans 1,5 % d'eau a 25°C. Les aulres composés
sont totalement insolubles dans 1'eau (MOORE, 1960; MARK et coll.,
1964) .

Leur production s'effectue selon deux procédés principaux

- le procédé & 1'acétone cyanhydrin,

- 1'oxydation a 1'isobutyléne.



Les monoméres non stabilisés doivent @tre utilisés rapidement ou
conservés a une température inférieure a 10°C, en présence d'un inhi-
biteur. C'est en général l'hydroquinone qui inhibe la polymérisation a
température ambiante (MARK, 1964). Son efficacité dépend de la présen-

ce d'oxygéne.
IIT -~ LA POLYMERISATION DES METHACRYLATES

A/ La polymérisation ionique
Elle n'est pas utilisée en histologie; dans 1'industrie,
elle permet d'obtenir des polyméres stéréospécifiques et cristallins
{MARK, 1964).
B/ La polymérisation radicalaire
Elle est largement utilisée (MARK, 1964; AUBINEAU et AUDE-
BERT, 1974; CHAMPETIER et SADRON, 1975); la forme active est ici por-
teuse d'un radical libre.
La polymérisation va évoluer en trois phases :

1) La phase d'amorcage

C'est l'apparition de radicaux libres sur les molécules
de monoméres. Plusieurs procédés peuvent &tre utilisés :

a) La polymérisation chimio-induite

Elle consiste en l1'introduction dans le milieu ré-

actionnel d'une molécule dont la décomposition produit des radicaux
libres. Certains péroxydes ou hydropéroxydes, certains composésiazotés
sont utilisés (azo-di-iso-butyro-nitrile). Leur activation produit les
réactions suivantes :

- 1'azo-di-iso-butyro-nitrile

CH3 CH3 CH3
| 1 i
] ) !
Ci3 - C-N=N-C - CH3 2 CH3 - C° + N2
| | |
! i !
C=N C=N C=N

- le péroxyde de benzoyle
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C6 H5 - CO -0 ~0 -~ CO - CG H5 C6 H5 - CO - 0° + C6 H5° + CO2

Des réactions de recombinaison sont possibles, donnant des mo-

lécules inactives dont voici deux exemples

C6 H5 - CO - 0° + C6& H5° C6 B5 - CO - O - C6 HS

C6 H5° + C6 Hb5°® C6 H5 - T6 H5

L'activation de 1'amorceur provoque sa fragmentation en radi-
caux libres. Elle est réalisée par la chaleur car le péroxyde de ben-
zoyle se décompose lentement entre 40 et 100°C, ou par des rayonne-
ments, surtout s'ils sont trés énergétiques.

b) La polymérisation thermigue
Elle est trop lente en 1'absence d'activateur.
c) La photopolymérisation
La lumiére visible n'a aucun effet sur la polymérisation
des méthacrylates; par contre, les radiations de haute énergie sont
efficaces.

2) La phase de propagation

C'est 1'addition successive de molécules de monomeres.
A - M + M A - M- M°
A~ M° (n -1) + M A - M° (n)

3) La phase de terminaison

Les chaines en cours d'élcngation peuvent se terminer de
plusieurs fagons :
- par combinaison de 2 chaines en croissance :
A - M°x + A - M°y A - Mxt - My - A
- par combinaison d'une chalne en croissance avec une mno-
lécule d'activateur activée :
A - M°x + A° A - Mx - A
- par réaction de dismutation ou de disproportionation
par transfert d'un hydrogéne d'une chalne a une autre.
C/ Les techniques de polymérisation
Seule la polymérisation en masse est utilisée pour 1l'inclusion;

1'amorceur est directement ajouté dans le monomere, Comme le polymére
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est soluble dans le monomere, la viscosité du mélange augmente au

cours de la réaction.

D/ Cinétique de la réaction

La vitesse de disparition de 1l'amorceur activé A° est tres su-
périeure a celle de l'amorceur A - A. C'est donc cette derniére qui
limite la vitesse de la réaction d4'amorgage.

A partir du moment ou la polymérisation d'une chalne de
méthacrylate est amorcée, elle est compléte en 10~3 secondes. Cepen-
dant, la conversion de tout le monomére en polymére peut demander plu-
sieurs heures. La proportion de chaines en formation est donc habi-
tuellement tres faible (MOORE, 1960).

E/ Chaleur de réaction

La réaction de polymérisation est exothermique; la chaleur dé-
gagée doit @&tre évacuée sous peine d'obtenir une réaction incon-
trolable, autoaccélérée.

¥/ Les plastifiants

Ce sont des molécules qui s'insérent entre les molécules de po-
lymere, augmentent le volume libre entre les chalnes et affaiblissent
les interactions moléculaires.

Ils diminuent la température de transition vitreuse et augmen-
tent ainsi la souplesse du polymére a température ambiante, leur ré-
sistance aux chocs et leur allongement a la rupture (AUBINEAU et
AUDEBERT, 1974).

Un Dbon plastifiant doit é&tre compatible avec 1le polymére,
c'est-a-dire ne pas donner lieu & des phénomeénes de démixtion ou d'ex-
sudation.Il ne doit pas etre volatile afin que le polymére conserve
ses propriétés au cours du temps (AUBINEAU et AUDEBERT, 1974;
CHAMPETIER et SADRON, 1975).

Les phtalates de dialkyle (dibutyle ou dihexyle) sont principa-

lement utilisés.
IV - UTILISATION DES HETHACRYLATES

Ils trouvent de nombreuses utilisations dans l1'industrie (iso-

lants électriques, lentilles transparentes, fibres...etc.) (DEICHMANN,
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1241; MARK, 19%64). Tls sont utilisés comme ciment pour les prothéses
osseuses et en dentisterie (AUTIAN, 1975).

En anatomie pathologigue, ils sont utilisés pour les injections
vasculaires (MATTHIAS et ALBRECHT, 1974) et comme technique d'inclu-
sion de cerveau (HOCHMANN, 1976). Les résines polyesters sont
d'ailleurs également utilisées pour ces inclusions (JUSTER, 1959;
MEYER et coll., 1971).

Les observations sont réalisées aprés polissage de la surface,
avec possibilité de coloration de surface pour examen a la loupe bino-
culaire. Des colorations peuvent également étre réalisées sur des

coupes épaisses de 50 a 200 microns (GROSS et STRUNTZ, 1977).
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T~ IRTRODUCTION

Des 1'obtention du prélévement, celui-ci est placé dans un réci-
plent en verre, genre pilulier du commerce a cape plastique (bouchon
en polyéthyléne) dans lequel se feront les différentes étapes de fixa-
tion et d'inclusion.

Le fond des piluliers est convexe; ceci peut &tre un inconvénient
lorsque plusieurs petites biopsies sont incluses et se retrouvent dis-
persées et a différents niveaux selon qu'elles sont placées au centre
ou en périphérie du récipient.

Le reméde & cet inconvénient est de couler préalablement une se-
melle en Epon dans le pilulier. La surface obtenue est ainsi.pratique-
ment plane, et 1'Epon n'interfére pas avec la polymérisation du métha-
crylate. Ce dernier ne peut étre utilisé directement dans la réalisa-
tion de la semelle, car, sous sa forme polymérisée, il serait redis-
sous par le monomére. Ceci entralnerait un déplacement des fragments
et une polymérisation prématurée de 1'ensemble par augmentation de la
viscosité dans le fond du pilulier, donc un risque d'ébullition.

Un inconvénient de 1'Epon réside dans son adhérence au verre, qui

rend le démoulage plus difficile.
II- LA FIXATION

La fixation doit étre immédiate; elle débute donc aussitdt apres
la réalisation du prélévement. La solution de fixation est placée a
4°C. Elle doit éviter la décalcification, c'est pourquoi le formaldé-
hyde ou le liquide de Bouin sont & éviter formellement.

De tous les fixateurs utilisés, le plus indiqué pour la conser-
vation des piéces osseuses semble &tre l'éthanol & 70°. D'obtention
aisée, 11 pénétre rapidement les tissus et assure une fixation cellu-
laire satisfaisante pour la microscopie optique.

Un de ses principaux avantages est d'assurer la déshydratation
en méme temps gue la fixation, et ainsi d'éviter le lavage nocturne a

1'eau comme cela doit étre effectué avec le formaldéhyde.



La durée de la fization dépend du volume de la piéce osseuse. En
moyenne, elle nécessite une durée de deux a trois semaines; elle est
jugée satisfaisante lorsqgue la piéce osseuse est devenue blanchitre,

indice d'une bonne pénétration tissulaire.

II1- LA DESHYDRATATION

lle est poursuivie aprés les bains de fixation dans des alcools
de degrés croissants, 70° et 95° ou directement alcool absolu.

La durée de la déshydratation dépend du volume de la piéce os-
seuse et de la qualité du tissu. Elle dure de 5 a 15 jours en moyenne.

La déshydratation est achevée par deux bains de toluéne qui
constitue le solvant de transition, miscible d'une part avec 1'éthanol
et d'autre part avec le méthylméthacrylate sous sa forme monomére. Les
lipides sont alors complétement dissous.

La durée de ces deux bains de toluéne est d'environ deux jours

selon la taille des fragments.

IV- L'IMPREGRATION ET L'IRCLUSION

L'inclusion du spécimen aprés la fixation doit &tre réalisée en
accord avec les impératifs suivants :

- La piéce osseuse doit &tre infiltrée et non seulement envi-
ronnée par le matériel d'inclusion; la technique d'infiltration doit
donc étre menée lentement.

- Le milieu d'inclusion doit présenter une dureté comparable
a celle du tissu osseux lui-méme afin d'éviter les vibrations et les
fractures pendant la coupe. Il doit cependant étre suffisamment souple
pour faciliter cette coupe et la préhension des sections. C'est 1la
raison de 1'additicn d'un plastifiant.

- La température atteinte pendant la polymérisation ne doit
pas dépasser 45 a 50°C afin d'éviter une autocatalisation.

La pratique a fait adopter comme milieu 4'imprégnation et d'in-
clusion le mélange suivant composé de :
* méthacrylate (M.M.A.) (200ml) : c'est un plastique mono-

mére, liquide, volatile et trés fluide qui infiltre facilement tous



les tissus, méme osseux. Il est stocké a une température de 4°C avec
adjonction d'hydroguinone comme stabilisateur.

* péroxyde de benzoyle (7g) : il s'agit en fait du 2-4-3i-
chloro-benzoyl-péroxyde {WOODRUFF et NORRIS, 1955) : c'est un durcis-
seur qui intervient comme amorceur de la polymérisation par formation
de radicaux libres. Explosible, 1l est stocké a 4°C, avec un taux
d'hydratation de 25 %. L'intérét est son activation a relativement
basse température : 32°C (PEASE, 1964). Il permet d'obtenir un
polymére de méthacrylate dur et cassant.

* dibutylphtalate {50ml) : ce produit est destiné a obte-
nir un polymére plus mou en s'interposant entre les chalnes de polyme-
re. C'est un plastifiant qui rend le bloc de résine moins cassant et
plus souple a la coupe.

Les milieux 4&'imprégnation et d'inclusion sont préparés par un
mélange de méthacrylate, d'amorceur et de plastifiant. Cette prépa-
ration est simple; le catalyseur doit &tre dissous dans le monomére
afin d'obtenir une polymérisation homogéne.

Le méthacrylate est dégazé avant et pendant 1'imprégnation a
1'aide d'une pompe a vide (MATTHIAS et ALBRECHT, 1974).

Les opérations 4'imprégnation et d'inclusion se succédent dans
le temps

* L'imprégnation s'étale sur 4 jours & 0°C a 1'aide du mé-
lange qui infiltre la piéce osseuse et s'accompagne d'un dégazage qui
facilite de plus 1'élimination du toluéne. Deux bains sont néces-
saires.

* L'inclusion est effectuée avec le méme mélange en 3 a 5
jours dans une étuve a 32°C. Le facteur thermique active 1'amorceur
par fragmentation en radicaux libres qui aménent la polymérisation des
monoméres de méthacrylate. Des bulles peuvent &tre rencontrées, signe
d'un dégazage imparfait; elles sont cependant rares et toujours exté-
rieures a la piéce osseuse, n'altérant pas les préparations, mais ren-
dant parfois délicate la fixation du bloc sur les mors de 1'étau du

microtome.



V- PREPARATION DU BLOC

Aprés polymérisation, le récipient en verre est cassé d'un coup
de marteau, qui sépare le bloc du verre, sans grandes difficultés et
sans risque pour le prélévement. Ce démoulage peut etre amélioré et
les risques d'accident réduits en placant le pilulier a 1l'intérieur
d'un sac en plastigue qui évite les projections éventuelles.

Le bloc est de forme cylindrique; deux pans paralleles sont
alors découpés a la scie a ruban afin d'assurer le serrage dans l'étau
du microtome.

I1 est également avantageux de réduire au maximum la profondeur
et la surface de la coupe. Cette opération est réalisée a la scie a

ruban et a la lime.

VI- LA COUPE

Les plastigues obtenus sont suffisamment durs pour permettre
1'obtention de coupes fines. Cependant, les microtomes et rasoirs ha-
bituels ne sont pas suffisamment résistants.

En général, les blocs sont coupés sur le microtome K & tissu dur
de JUNG & déplacement lent horizontal et entrainement par moteur élec-
trique. Au Laboratoire du Professeur G. GRIGNON se présentait 1'oppor-
tunité d'utiliser le modéle 1140 Autocut également de JUNG a déplace-
ment rotatif électrique ou manuel; il a donné toute satisfaction. Ces
microtomes sont équipés de rasoirs en acier, a tranchant au carbure de
tungsténe.

Les coupes ont une épaisseur de 8 microns ; c'est un compromis
entre une transparence suffisante et une résistance correcte aux
diverses manipulations. Mais des coupes moins épaisses {2 microns) peu
vent également étre réalisées a l'occasion sur des fragments de petite
taille.

Les coupes sont récupérées a la pince ou mieux, grice & une pe-
tite feuille (type "papier a cigarettes") de mémes dimensions que le
bloc et placée sur lui aprés humidification & 1'éthanol & 40°.

Les coupes sont ensuite étalées par flottage sur l'eau chaude
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d'un bain-Marie, ce gui présente en plus 1l'avantage de les réhydrater
avant leur coloration par des solutions aqueuses.

11 existe des technigues de recueil des coupes sur lames préala-
blement enduites par un mélange de gélatine, d'alun de chrome et de
Plastoid N. C'est une méthode encore plus fastidieuse a mettre en
oeuvre et qui n'évite pas le décollement des coupes de grandes dimen-

sions lors des traitements ultérieurs.
VII- LE5 COLORATIORS

En 1'absence de déplastification, aucune des colorations habi-
tuelles ne prend; par contre, de nombreuses techniques ont été adap-
tées aux coupes flottantes, et certaines s'appliquent particqliérement
a 1'étude des prélévements osseux. L'absence de décalcification permet
de distinguer aisément la substance osteolide non minéralisée du tissu
osseux bien calcifié. Voici les colorations les plus utiles a cette
étude :

A/ Le solochrome cyanine R.

C'est un indicateur coloré employé en solutions acides comme co-
lorant progressif des protéines acides et basiques. Utilisé comme co-
lorant., il permet non seulement d'identifier le front de calcifica-
tion, mais aussi de montrer d'autres détails du tissu osseux (MATRAJT
et HIOCO, 1966).

Les coupes sont immergées pendant une heure dans un mélange com-
prenant :

- solochrome cyanine R........ 1g (E. Gurr's Michrome N° 750)

- acide acétique glacial ..... 2ml

- eau distillée ...ovinen.... 98ml.

Une valeur de pH voisine de 2 est obtenue par 1l'acide acéti-
gue glacial.

Les coupes sont différenciées & 1'eau tiéde (30°C) jusqu'a ce
gu'elle deviennent bleues et que 1'eau ne se colore plus en rouge.

Les coupes sont ensuite déshydratées et montées.

Les tissus bien calcifiés prennent une couleur bleu-violacé qui
n'empéche pas la distinction de leur (éventuel) arrangement lamellaire

et leur observation en lumiére polarisée du fait de leur faible empa-
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tement.

Le tissu ostéolide présente une teinte orange soutenu, indiguant
la présence de protéines basiques.

Le front de calcification montre un passage brusque, d'une cou-
leur orange a une autre bleu profond, ce qui reflete le changement de
point isoélectrique de cette région.

Le solochrome cyanine R. se révéle ainsi un colorant essentiel
pour une bonne discrimination des tissus calcifiés, et, comme indica-
teur, montre des détails morphologiquement significatifs du tissu os-~
Ltéide.

B/ Le trichrome de Masson modifié Goldner

Cette coloration est couramment utilisée dans les laboratoires
étudiant 1'os; c'est une modification réalisée par Goldner du trichro-
me de Masson. C'est une coloration longue qui n'est pas réellement
spécifique du tissu ostéoide, mais qui donne de belles images histolo-
gigues.

1) Réactifs

- Hématoxyline de Weigert
* Solution A
- Hématoxyline cristallisée.........lg
- Ethanol a 95%......veeveeeeer...100ml
- Filtrer
* Solution B
- Perchlorure de fer officinal......4g
~ HCl & 24 Sveevnrernnncannneneena.lml
- Fau distillée gSpecevevoecae....100ml
* Solution de travail extemporanée : mélanger des quanti-
tés égales de A et de B; filtrer.
- Fuchsine ponceau
- Fuchsine acide.....ccveveeiivineeas..0,5g
- PONCEAU. . cvttiteenrenensonnncsnsasesald
- Eau distillée gSP.ceveavennenns...1000ml
Apres dissolution & froid, ajouter 2ml d'acide acétique
concentré.
- Orange G phosphomolybdique
- Orange G...... s |



- Acide phosphomolybdigue..............49y
- Bau distillée gSPe.eceveennnevennn. 100m}
Filtrer avant usage.

- Vert lumiére {jaunitre)
- Vert lumiére..... et e .0,1g
- Bau distillée gsp.e.ecoe.. teeeene...100ml
- Acide acétique concentré.............2ml

2) Coloration

- Hématoxyline de Weigert....... veeeee...15mn
- Eau acétifide a 1 % 3 foiS.vcvienuannnnn 5mn
- Eau distillée 1 fois....... e eeeseraeaas lmn
- Fuschsine ponceau......... cetecsenee...35mn

o

- Bau acétifide a 1 % 2 foiSeevvreeener...lmn

-~ Orange G.vevevennnnnn seeen s e é6mn
- Fau acétifiée 2 foiS..uuu.n. e ...5mn
— Vert JUMiGre. et ieer e ronanneennnns 15mn
- Eau acétifiée 2 fois...... N 191

Le tissu calcifié apparait vert et le tissu ostéoide rouge;
les ostéoblastes rouges avec la région golgienne rose; les ostéoblas-
tes rouges avec la "bordure en brosse" claire et la zone d'attache

rouge foncé.

VIII- LA DESHYDRATATION ET LE MONTAGE DES COUPES

Les coupes sont déshydratées directement dans trois bains suc-
cessifs d'éthanol a 100°.

Deux bains de transition sont effectués dans le méthylcyclohexa-
ne. En effet, le toluéne fréquemment utilisé en histologie dissoudrait
complétement le plastique et les coupes.

Le montage est réalisé entre lame et lamelle au baume du Canada
sirupeux.

L'ensemble est mis a 1'étuve a 56°C pendant plusieurs jours pour

séchage.



IX- LES COUPES POUR ETUDE EN LUMIERE ULTRAVIOLETTE

Afin de permettre une étude dynamique du tissu osseux, le pa-
tient ou 1'animal de laboratoire recoit de la tétracycline pendant
deux périodes. Cet antibiotique présente deux particularités :

- premiérement, il se fixe au niveau des tissus en cours de
minéralisation : tissu osseux en remaniement, dent de 1l'enfant ...
etc.

- deuxiémement, il émet de la fluorescence lorsqu'il est
éclairé en lumiére ultraviolette.

Les coupes de la piéce osseuse ainsi marquée sont réalisées pour
une épaisseur de 18u. Recueillies a sec, elles sont directement
plongées dans le méthylcyclohexane avant leur montage entre lame et
lamelles. Leur passage en milieu aqueux entrainerait le lessivage de
la tétracycline. Elles autorisent la mesure de la vitesse de minéra-
lisation. En effet, pendant chague période de marquage, le tissu
précalcifié nouvellement formé se minéralise et incorpore 1'antibioti-
que sur ses fronts de calcification. L'examen en lumiére ultraviolette

montre le marquage correspondant aux prises de tétracycline.



CHAPITRE Iv

LES TECHNIQUES D'HISTOMORPHOMETRIE OSSEUSE
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I- INTRODUCTION

Les méthodes d'exploration osseuses sont extrémement nombreuses
en raison de la grande diversité des éléments analysables.

- L'observation des cellules fait appel aux techniques de
microscopie optique et électronigue, ainsi qu'aux méthodes d'histochi-
mie, d'histoenzymologie, d'autoradiographie utilisant des radioisoto-
pes, et de cultures de tissu dont l'avantage est d'analyser 1'activité
cellulaire (ALBREKTSSON, 1982).

- La lumiére polarisée révéle 1'organisation architecturale
des travées osseuses et différencie 1'os primaire plexiforme de 1'os
secondaire lamellaire. La biréfringence, non modifiée par les oculai-
res, est due & 1'action conjuguée des fibres de collagene, de la subs-
tance fondamentale et des cristaux d'apatite (JUSTER et coll., 1965).

- La résistance mécanique de 1l'os est appréciée par des
tests mécaniques en compression et par la deétermination du poids de
cendres (MELSEN et coll., 1982). Certains auteurs ont démontré gqu'il
existait une corrélation entre cette résistance mécanique et 1la
densité minérale mesurée de fagon encore plus élégante : densito-
métrie, radiogrammétrie, méthodes isotopiques (HVID et coll., 1985;
LAVAL-JEANTET et coll., 1979 et 1981). En revanche, il n'y a pas de
corrélation avec le volume trabéculaire osseux, car le plus important
paralt étre la continuité et l'arrangement des travées osseuses, non
les valeurs obtenues. Il existe en effet des os pauvres en travées
osseuses, mais constitués de travées denses et solides.

- Cependant, l'os, organe de soutien, est un matériau dur et
solide. La décalcification prive 1'observateur 4'informations trés im-
portantes, si bien qu'avant la technique d'inclusion sans décalcifi-
cation, 1'étude de la calcification revenait a la microradiologie
{JUSTER et coll., 1965). Les travées osseuses et leurs remaniements
nécessitent effectivement une observation de 1'os non décalcifié qui
permet d'individualiser les bordures ostécides, de mesurer de fagon
précise le volume absolu osseux, les paramétres d'apposition et de

résorption osseuses, et de calculer la vitesse de minéralisation.



ITI~ DEFIRITION DE L'HISTOMORPHOMETRIE

Le terme "histomorphométrie™ n'existe encore pas dans les
grands dictionnaires, si bien gu'il faut en expliquer 1l'origine et la
définition. Le mot "morphométrie™ fut créé en 1909 par De MARTONNE qui
1'utilisait en géomorphologie : c'est "1'étude quantitative du modelé
terrestre (montagnes, vallées)", c'est-a-dire 1'étude du relief. Le
mot "histométrie™ est apparu vers 1960 : c'est "1'étude des tissus re-
courant a la mesure" (dictionnaire Le Robert).

Quant a "l'histologie™, le dictionnaire Littré 1'a définie com-
me "l'histoire des lois qui président a la formation et a 1l'arrange-
ment des tissus organiques". Dans cette discipline, la méthode la plus
frégquemment employée est 1'observation des préparations, c'est-a-dire
la description de 1'anatomie microscopique de la  coupe mince
transparente d'un organe a trois dimensions. A partir de cette surface
a deux dimensions, des interprétations intuitives tentent d'imaginer
la reconstruction spatiale de 1'organe et manquent obligatoirement de
précision. Or, pour évaluer des processus physiologiques et
pathologiques, 11 faut obtenir des informations exactes sur les
volumes et les surfaces, c'est-a-dire des données mesurables chiffrées
(ELIAS et coll., 1984; REVELL, 1933).

Le but de la morphométrie est donc de mesurer les structures.
Elle est en fait le complément de la stéréologie gquli est une science
mathématique dont 1'objectif est d'interpréter en trois dimensions une
image plane. C'est 1'extrapolation du systéme a deux dimensions vers
l'espace & trois dimensions : le point vers la ligne, la ligne vers la
surface et la surface vers la volume (principe de DELESSE). Cette
extrapolation n'est possible que selon des criteres de probabilité
géométrique. Une des régles d'or consiste a effectuer les mesures se-
lon les lois du hasard, tout en respectant un grand nombre de lectures
aussi espacées que possible au sein d'une masse homogéne en réparti-

tion.
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I1I- TECHRIQUE DE LECTURE

Les différentes coupes sont observées et mesurées grice a un
microscope binoculaire Zeiss a lumiéres photonique, polarisée et
ultravioletite, équipé d'une chambre claire. La méthode de mesure fait
appel a une technigue semi-automatigue. Un curseur lumineux permet de
dessiner les contours tissulaires sur une table a digitaliser
HEWLETT-PACKARD 9874 A. Cette table transmet les informations a un
calculateur TEKTRONIX 4054 dont 1l'écran permet de visualiser et de
contrdoler les contours. Les paramétres calculés sont directement
restitués sur une imprimante EPSON MX 80.

Le programme de calcul des parametres a été congu au sein du
Secteur de Morphométrie du Laboratoire d'Histologie-Embryologie du
Professeur G. GRIGNON. Plusieurs procédures sont possibles :

- Mesure d'un volume par rapport au volume total de la piéce
étudiée (exemple : volume trabéculaire osseux -VTO- exprimé en pour-
centage du volume osseux total).

- Mesure d'un volume par rapport au volume précédent {exem-
ple : volume ostéide -VO- exprimé en pourcentage du VTO).

- Mesure d'une surface recouvrant un volume défini (exemple:
surface des bordures ostéldes par rapport aux surfaces osseuses tota-
les).

- Epaisseur des travées et des corticales.

- Mesure de la distance moyenne entre deux liserés fluores-

cents observés en lumiére ultraviolette.
IV- PARAMETRES ARALYSES

&/ Etude qualitative
En premier lieu, la coupe est étudiée de fagon gualitative :
- taille et anastomoses des travées de l'os spongieux,
- cellules osseuses : ostéoblastes, ostéocytes, ostéoclastes
et cellules bordantes,
- moelle osseuse : fibrose, vascularisation, cellules adi-
peuses.

~ aspect des corticales,



- texture du tissu en lumiére polarisée,

- minéralisation et étude des fronts de calcification en lu-
miére ultraviolette.

B/ Etude morphométrique

Puis, les mesures morphométriques comportent les calculs sui-
vants :

- Volume trabéculaire osseux (VTO) : 11 correspond au pour-
centage d'un volume donné d'os spongieux occupé par du tissu osseux,
qu'il soit calcifié ou ostéoide, a 1l'exclusion des espaces médullaires
ou vasculaires. Le grossissement microscopique x 25 est suffisant.

-~ Surface ostéoide {SO): elle représente le pourcentage Ages
surfaces trabéculaires (ou interface os-moelle) occupées par des
liserés pré-osseux qui sont reconnaissables par leur coloration
différentielle orange soutenu au solochrome cyanine R.

- Volume ostéoide (VO) : il représente la proportion du tis-
su pré-osseux dans la masse osseuse et s'exprime en pourcentage du VTO
Sa mesure nécessite un grossissement microscopique X 35 a 63 selon
1'épaisseur des bordures.

- Epaisseur ostéoide : elle est automatiguement calculée
aprés détermination du VO. Exprimée en microns, elle traduit 1'épais-
seur des bordures ostéoldes.

Ces trois paramétres ostéoides définissent avec précision 1'ac-
tivité ostéoblastique ou apposition osseuse.

- Surface de résorption (SR) : elle traduit la surface des
travées occupées par des lacunes de HOWSHIP. Celles-ci sont facilement
reconnues grace a la coloration au trichrome de Goldner qui permet de
repérer les ostéoclastes souvent présents au sein de ces lacunes.

-~ Epaisseur corticale (EC, mesurée en microns), et porosité
corticale (exprimée en pourcentage) sont mesurées.

- Etude dynamique du tissu osseux : pour mesurer la vitesse
de minéralisation, le patient regoit pendant deux périodes de la té-
tracycline : pendant 4 jours, puis pendant 2 jours aprés 10 jours
d'arrét. Ceci s'appelle un marguage "4-10-2". Pendant chaque période
du marquage, le tissu ostéoide nouvellement formé se minéralise et
incorpore 1'antibiotique le long de ses fronts de minéralisation.

L'examen ultérieur en lumiére ultraviolette montre éventuellement une



scrie fluorescente correspondant au marquage. Les deux marguages
apparaissent comme deux bandes sensiblement paralléles. La distance
moyenne qui les sépare représente 1'épaisseur moyenne du tissu osseux
nouvellement calcifié dans 1'intervalle de temps entre les deux
marquages. La vitesse de minéralisation est alors calculée en divisant
cette distance par le nombre de jours qui sépare les prises de

tétracycline.
V-~ DISCUSSION DE LA TECHNIQUE

Une étude histomorphométrique ne peut &tre valable que si elle
répond a une technique rigoureuse et reproductible, depuis la biopsie
jusqu'aux mesures. Il s'agit donc d'une méthode réclamant une qualité
irréprochable, gage de fiabilité (RECKER, 1983). Dans cette discus-
sion, l'accent est mis sur les causes d'erreurs inhérentes a la tech-
nique et sur la multitude des méthodes décrites qui font gque chaque
laboratoire peut difficilement comparer ses résultats avec ceux des
autres.

A/ La biopsie
Le site de la biopsie est choisi en fonction :
- de la facilité technique de son abord,
- de la présence d'os sounis aux phénoménes métaboliques gé-
néraux,
- et d'une quantité suffisante d'os (REVELL, 1983).

La créte iliaque est habituellement choisie, la biopsie est
réalisée & 2 centimétres en dessous de 1l'épine iliaque (BORDIER et
coll., 1964). C'est la zone 3 de GIROUX (COURPRON et coll, 1974 et
1976). Le volume trabéculaire osseux augmente depuis les zones
superficielles vers les zones profondes, avec des variations plus

»

importantes chez le sujet jeune gue le sujet 3gé. Ainsi, pour ELLIS,
le VTO peut varier de 17,8 a 26,4 % du volume osseux (ELLIS et PEART,
1972). Pour VISSER, le VTO est de 21,4 % avec un écart type de 4,4 %
selon le site de prélévement (VISSER et coll, 1980); il considére
cette erreur comparable a 1'erreur des mesures faites par plusieurs
observateurs. DE VERNEJOUL conclut qgue l'erreur de prélévement (fait

cependant dans la zone recommandée) est négligeable lors d'une étude
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globale incluant un nombre suffisant de patients; en revanche, poﬁr
chaque individu, les variations du VTO peuvent atteindre 20 %, et 35 a
45 % pour les autres paramétres mesurés (DE VERNEJOUL et coll., 1981).

Le prélévement est le plus souvent réalisé & l1l'aide du trocard
de Bordier, modifié par Meunier, de 8 mm de diamétre intérieur (6 mm
pour les enfants) permettant d'obtenir un prélévement transfixiant
bicortical (BORDIER et coll., 1964). Le plus grand soin est apporté
afin d'éviter 1'écrasement du fragment osseux, ce gul vrendrait
totalement ininterprétable la biopsie. Une anesthésie locale est suf-
fisante. Les complications sont exceptionnelles puisque DUNCAN en
rapporte 0,52 % sur 14810 biopsies : ces 77 complications se répar-
tissent en 35 hématomes, 13 1lésions du nerf fémoro-cutané, 10
infections cutanées superficielles, 17 syndromes doulcureux supérieurs
a 17 jours, 1 fracture et 1 ostéomyélite. La plupart de ces
complications sont d'ailleurs mineures (DUNCAN et coll., 1980).

B/ La technique de préparation

L'histomorphométrie osseuse n'est possible que sur des cou-
pes suffisamment fines et autorisant les colorations habituelles en
conservant toutes les structures ostéoblastiques et ostéoclastiques
intactes. Seule 1la non-décalcification répond @& <ces criteres.
COURPRON, dans une étude comparative entre os décalcifié et os non
décalcifié, note une différence significative dans la mesure du VTO,
différence d'autant plus grande que les piéces osseuses sont
importantes. Quant aux bordures ostéoldes, elles sont pratiquement
invisibles sur os décalcifié (COUPRON et coll., 1974).

I1 existe plusieurs variantes de 1'inclusion en résine. La
fixation débute dés la prise du prélévement et la décalcification Goit
etre évitée ; le ligquide de Bouin est & écarter formellement car il a
des propriétés décalcifiantes. ELIE utilise pour les gros fragments un
dérivé du mélange formol-méthanol a 96 % tamponné de BURKHARDT (ELIE,
1978). L'alcool est le plus souvent utilisé.

L'inclusion en bloc plastique peut étre assurée dans diffé-
rents constituants comme nous 1'avons vu précédemment.

C/ Paramétres mesurés
En plus des différentes mesures que nous avons réalisées, cer-

tains auteurs tels PARFITT (1988) proposent 1'analyse d'autres va-



leurs

- le volume trabéculaire calcifié (VTO-VO),

~ les surfaces osseuses totales,

- les surfaces ostéoblatiques actives, bordées

d'ostéoblastes,
- les surfaces de résorption ostéoclastique, bordées
d'ostéoclastes,
- 1'index ostéoide {(V0O/S0),
- le nombre d'ostéoclastes par millimétre carré...
D/ La vitesse de minéralisation
L'étude dynamique du tissu osseux est rendue possible grace au
double marquage a la tétracycline. Introduite par FROST en 1962, c'est
a MILCH gue revient la démonstration de la fixation des antibiotigues
de la série des tétracyclines au niveau de 1'os nouvellement calcifié.
Cette fixation se traduit par 1'émission d'une strie fluorescente jau-
ne en lumiére ultraviolette tandis que 1'os parait de couleur verdatre
(MILCH et coll., 1958). Les tétracyclines sont fixées lors de la
déposition des sels de calcium. Le marquage du front de minéralisation
peut &tre réalisé par différents produits dont le choix est dicté par
la qualité de la strie fluorescente et sa couleur. La tétracycline est
le plus souvent choisie (FALLON et TEITELBAUM, 1982) car elle n'in-
fluence pas la vitesse de 1'apposition osseuse : ceci fut démontré par
TAM avec 1l'oxytétracycline (TAM et ANDERSON, 1980). Inversement,
1'inclusion ne modifie pas la strie fluorescente et la conservation
dépasse volontiers deux ans (JUSTER et coll., 1965). RAHN préfére
1'utilisation de fluorochromes Calcéine ou Xylénolorange (RAHN et
ANDERSON, 1980).
E/ La lecture
Trois technigues de lecture sont possibles : manuelle, semi-au-

tomatique avec table a digitaliser, et automatique avec analyseur d4'i-
mage. Mentionnons qu'il existe des méthodes de reconstruction tri-di-
mensionnelle dont un exemple appliqué a 1'étude de 1'ostéone est indi-
gqué par KRAGSTRUP et MELSEN (1983). Les progrés de 1'informatique
devraient permettre des mesures volumétriques osseuses exactes a

partir de coupes sériées sélectionnées.
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1) Méthode manuelle

Largement expliguée par BORDIER puils par MEUNIER, elle fait
appel & un simple oculaire intégrateur ou grille de mesure. La lecture
est effectuéde par numération ponctuelle qui consiste a compter les
points du réseau qui se projettent sur les travées osseuses (BORDIER
et. coll.; MEUNIER, 1967). La reproductibilité de cette méthode
analysée par 1l'homme fait 1'objet de nombreux travaux. DELLING note
que, avec une grille de mesure de 100 points, 1'erreur
intra-observateur (pour le méme observateur) est de 1 % pour le VTO,
de 4 % pour les surfaces ostéoldes et de résorption (DELLING et coll.,
1980). Quant a 1'erreur inter-observateur (entre plusieurs observa-
teurs de compétence différente), l'erreur pour le VTO est de 12 %, et
elle passe a 100 % pour les surfaces d'apposition et de résorption
signifiant que le probléme essentiel est la reconnaissance des
ostéoblastes et des ostéoclastes. Néanmoins, ARLOT mentionne des
variations intra-~ et inter-observateurs inférieures a 6% pour les

premiéres et inférieures a 9 % pour les secondes (ARLOT, 1985).

2) Méthode semi-automatique

C'est celle qui a été adoptée au Laboratoire. BIRKENHAGER-
FRENKEL et CLERMONTS détaillent le principe de cette méthode qui né-
cessite une table & digitaliser sur laquelle se projette 1l'image de la
coupe et sur laguelle 1'observateur déplace un curseur équipé d'un
point lumineux (BIRKENHAGER-FRENKEL et c¢oll., 1980; CLERMONTS et
BIRKENHAGER-FRENKEL, 1985). Les mesures sont donc effectuées directe-
ment par 1'observateur sur la lame histologique. Un logiciel élaboré
calcule automatiquement les différents paramétres {surface, épaisseur,
longueur...etc). Selon MALLUCHE, les avantages de cette méthode par

.

rapport a la méthode manuelle sont la rapidité et la possibilité, a

.

fiabilité égale, de diminuer le nombre des mesures de 20 a 25

(MALLUCHE et coll., 1980).

o

3) Méthode automatigue

Elle fait appel a un analyseur automatique d'images qui peut
mesurer en une seule fois la totalité du tissu osseux présent dans une
zone choisie. MALLUCHE précise cependant que les types d'analyseurs
d'image gui fonctionnent par analyse noir et blanc et par étude des

contrastes et des tonalités de gris ne peuvent pas tout mesurer, en



particulier les surfaces de résorption et les paramétres dynamiques
(MALLUCHE et coll, 1880). COURPRON, avec le QUANTIMET 720, obtient des
résultats voisins dans la mesure du VTO entre cette méthode et la
méthode manuelle (COURPRON et coll., 18974).

4) Comparaison des méthodes

Les corrélations entre les différentes méthodes pour une me-
sure donnée, sont trés hautement significatives selon ARLOT (ARLOT,
1974). Les coefficients de corrélation sont compris entre 0,90 et
0,98. Pour la mesure du VTO, la méthode automatique est la plus fiable
et la plus rapide puisque 1l'ordinateur analyse 500 000 points. La mé-
thode semi-automatigue semble plus longue que la méthode manuelle réa-
lisée par un opérateur entrainé.

Cependant, la mesure des autres paramétres n'est pas possi-
ble par méthode automatique. En particulier, pour les surfaces de ré-
sorption, la méthode manuelle sous-estime de 27 % par rapport a la mé-
thode semi-automatigue qui représente donc la méthode de choix. Cette
derniére est également préférable pour la mesure des surfaces ostéoi-
des et de la vitesse de minéralisation. En revanche, pour le volume
ostéoide, le liseré est parfois si fin qu'il est difficile d'en faire
le tour avec le curseur lumineux. La méthode manuelle devient alors

préférable (ARLOT, 1985).

VI- APPLICATIONS DE L'HISTOMORPHOMETRIE CHEZ L'ADULTE

En pathologie courante, 1'histomorphométrie quantitative appor-
te des renseignements sur le remaniement osseux et ses conséguences.
Les valeurs obtenues sont comparées aux valeurs normales dont la réfé-
rence obligée est celle de NEUNIER (MEUNIER et COURPRON, 1973;
REGINSTER et coll., 1985).

&/ L'ostéoporose commune

Le volume trabéculaire osseux iliaque des sujets ostéoporoti-
ques présentant un tassement vertébral est inférieur a 11+3 %, quels
gue soient 1'age et le sexXe. La résistance mécanigue devient donc in-
suffisante au-dessous d'une certaine quantité d'os, seuil de risque de
la fracture vertébrale.

L'histomorphométrie permet de démembrer le groupe des ostéopo-



roses. En effet, 50 % des patients ont comme seule anomalie une
diminution du volume trabéculaire osseux. Chez les 50 % restants, ils
se répartissent en deux sous-groupes :

- 30 % ont une vitesse d'apposition ostéoblastique normale,
tandis que les surfaces de résorption et les surfaces os-
téoides sont augmentées, témoin d'un haut niveau de remo-
delage.

- 20 % ont une activité ostéoblastique déprimée tandis que
les surfaces ostéolides et de résorption restent normales.

De ces constatations découle une attitude thérapeutique qui ne
peut donc pas étre uniciste en matiére d'ostéoporose et qui doit s'a-
dapter au type méme de 1'ostéoporose.
B/ L'ostéomalacie
Elle se manifeste par une insuffisance du processus de calcifi-
cation dont la vitesse est 3 a 50 fois plus faible que celle de 1l'os
sain. I1 en résulte une augmentation considérable du volume et de la
surface ostéoides. Lors de certaines thérapeutiques qui ont pour but
de moduler le renouvellement osseux ({(diphosphonates dans la maladie
osseuse de Paget, fluorure de sodium dans 1'ostéoporose...etc), 1l est
fondamental de surveiller le volume ostéolde. En effet, si celui-ci
dépasse 20 %, le risque de voir apparaitre un syndrome ostéomalacique
devient important.
C/ L'hyperparathyroidie primaire
Elle est caractérisée par une augmentation des surfaces de ré-
sorption gui dépassent toujours 5 % et peuvent atteindre 10 a 20 % de
la surface des travées osseuses. Généralement, les surfaces ostéoides
sont augmentées, mais avec une vitesse de minéralisation diminuée et

insuffisante pour compenser la résorption.
VII- CORCLUSIOR

L'exploration osseuse par histomorphométrie est d'un intérét
considérable en rhumatologie et doit &tre proposée selon REGINSTER
dans quatre circonstances (REGINSTER et coll., 1985) :

- dés qu'il existe une incertitude quant a 1l'existence d'une

ostéoporose,



- lors de la découverte d'une transparence osseuse anormale
chez un sujet de moins de 60 ans,

- dans la recherche d'une ostéopathie associée a 1'ostéopo-
rose, en particulier une ostéomalacie,

- chaque fois qu'est retenue une indication de traitement
prolongé d'une affection osseuse métabolique ou endocri-
nienne, par exemple avec des corticostéroides, de maniére

a orienter vers le meilleur schéma thérapeutique.
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CHAPITRE I

RAPPEL DES PRINCIPALES ETAPES DE LA FORMATION DU TISSU OSSEUX



I- HISTOGENESE DU TISSU OSSEUX

La formation des o0s est un processus complexe. Que ce soit lors
de la croissance ou a 1l'age adulte, dans des conditions normales ou
pathologiques , et quelle gue solt sa variété, l'apparition de tissu
osseux implique une mise en place de la substance osseuse en deux
temps:

~ sécrétion d'une fraction organigque par les ostéoblastes,

- minéralisation de cette matrice assurée en grande partie
par ces mémes ostéoblastes.

La formation du tissu osseux va toujours se faire au sein d'un
tissu conjonctif :

- so0it un tissu conjonctif d'une grande richesse en fibres
de collagéne, en cellules et en vaisseaux (blastéme sque-
lettogéne),

- solt un tissu cartilagineux qui sert de support transitoi-
re au dépbt osseux.

La travée directrice peut &tre un faisceau de fibres de colla-
géne, un spicule de cartilage calcifié, un support de tissu osseux
primaire ou secondaire (REBEL et coll., 1980).

Les ostéoblastes s'agencent volontiers en disposition épithé-
lioide autour de la travée directrice, déposent une matrice pré-
osseuse non minéralisée (ou tissu ostéoide) et participent ensuite a
sa calcification. Le dépdt de cristaux d'hydroxyapatite est réalisé
différemment selon qu'il s'agit de :

- tissu primaire : la minéralisation se fait en nappes,

- tissu secondaire : la minéralisation progresse selon un
front régulier. Dans tous les cas, la minéralisation débute gquelques
jours apres le début du dépdt de tissu préosseux et s'achéve lorsque
1'ensemble de ce tissu est calcifié.

L'édification d'un os ne va pas se limiter a la simple histoge-
nése du tissu osseux : elle concerne l'ensemble des tissus qui consti-
tuent la piéce squelettique; c'est un processus éminemment complexe

pour plusieurs raisons :



- I1 s'agit d'un mécanisme extrémement étalé dans le temps
et qui provogue une augmentation considérable des dimensions. Alors
méme gue la forme générale ne se modifie que progressivement, 1'orga-
nisation interne de 1'os subit de profonds remaniements.

- L'os devient fonctionnel rapidement alors qu'il est en
plein développement. On peut ainsi observer au cours des périodes pré-
et post-natales des structures déja fonctionnellles et des structures
engagées dans le processus d'édification. Les tissus osseux primaire
et secondaire peuvent en conséquence coexister largement dans un méme
0s.

- Les structures fonctionnelles ne le sont gue transitoire-
ment. En effet, les contraintes mécaniques varient avec le temps.
C'est pourquoi certaines structures sont détruites et remplacées par

'autres plus adaptées. Ce mécanisme permanent de résorption-apposi-
tion est a la base de la théorie des remaniements de FROST (1963); il
débute pendant la croissance et se poursuit chez 1'adulte sur un ryth-
me cependant ralenti.

L'ostéogenése va aboutir a la mise en place des piéces squelet-
tiques; elle se fait essentiellement selon deux modes :

- l'ossification endomembranaire (ou endoconjonctive), en
l'absence de maquette cartilagineuse pré-existante, avec simple mise
en place d'un massif cellulaire riche en fibres collagénes et en vais-
seaux. Les cellules d'origine mésenchymateuse se différencient pro-
gressivement en ostéoblastes et élaborent une trame fibreuse qui sert
de support a la minéralisation. Cette ossification se rencontre en
particulier dans l'ossification des os de la volite du crane et dans
1'ossification périostique des os longs (Planche I, Pigures 1 et 3).

- 1'ossification endochondrale en présence d'une magquette
cartilagineuse pré-existante. Le cartilage est progressivement éliminé
mis & part quelques spicules de matrice calcifiée qui servent 1a enco-
re de support au dépdt de tissu osseux primaire. C'est en particulier
le processus de mise en place des cartilages de conjugaison des os
longs (Planche I, Figures 2 et 4).

Quel que soit le mode d'ostéogenése, ce premier tissu osseux
primaire, plexiforme, peu orienté, sera progressivement remplacé par

du tissu osseux secondaire, lamellaire, orienté. Celui-ci sera lui-



méme remanié tout au long de la vie selon des mécanismes maintenant
bien décrits (FROST, 1984).

Dans ce contexte, nous allons voir dans les chapitres suivants
qu'il est évident que la consolidation osseuse de 1'enfant et de l'a-
dolescent sera plus facile et plus rapide puisque les cellules et les
stimulus indispensables & 1l'ostéogénése sont toujours en place. De
plus, leur croissance osseuse en plein modelage permettra de corriger

des imperfections telles que les cals vicieux.

II- CROISSANCE, HMODELAGE ET REMODELAGE

I1 existe actuellement une tendance a appeler remodelage tout
processus qui comporte résorption et apposition du tissu osseux. En
fait, le remodelage se rapporte uniguement, au sens strict, au rempla-
cement du tissu osseux selon la séquence A.R.F. (Activation-Résorp-
tion-Formation) .

Trois autres mécanismes interviennent dans la formation 4'une
piéce osseuse :

- la croissance : elle correspond a l'agrandissement des

piéces squelettiques, indépendamment des changements de
forme qui se manifestent pourtant dans le méme moment,
- le modelage : il se manifeste selon deux mécanismes diffé-
rents (Planche I, Figures 5, 6 et 8) :
* 1'addition de tissu osseux a des surfaces sans résorp-
tion préalable,
* la résorption de tissu osseux non suivie d' apposition.

- le remodelage : il comporte résorption et apposition; il

se rapporte a la séquence activation, résorption, forma-
tion.

Dans le modelage, seules la résorption ou l'apposition inter-
viennent en un site donné.

Le modelage est également responsable du changement des formes
des os pendant la croissance et du mouvement apparent des os dans
l'espace qui peut &tre appelé " dérive des corticales" (Planche I, Fi-
gures 5, 6 et 8).

Ces trois processus {croissance, modelage et remodelage) se
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produisent simultanément chez les individus a squelette immature. Cela
rend difficile 1l'isolement des effets d'un processus par rapport aux
autres et rend délicate la compréhension de la base étiologique d'une
maladie squelettiqgue atteignant 1'enfant.

Jusqu'a récemment, il était commun d'affirmer que la croissance
et le modelage s'arrétaient a la maturité squelettique et gque seul le
remodelage intervenait dans les modifications squelettiques de 1'adul-
te.

En fait, le modelage réactivé (ou déshinibé) dans des condi-
tions comprenant, entre autres, des circonstances métaboligques ou mé-

canigques.

IIT- LES REMANIEMENTS

Le remodelage débute alors que la croissance n'est pas
achevée et va se poursuivre toute la vie. Les mécanismes de résorption
et de comblement suivant lesguels la plupart des os de l'adulte sont
formés ont été primitivement décrits par TOMES et DE MORGAN (1853).
Mais le concept de remaniement osseux est largement plus récent et
dérive d'analyses détaillées en particulier par FROST (1963), JOHNSON
{1964), LACROIX (1971). Ce concept est a la base de notre compréhen-
sion actuelle; il met en jeu un mécanisme qui comprend des groupes de
cellules fonctionnant en unités organisées, appelées Basic Multicellu-
lar Units (B.M.U.) par FROST (1963).

Cette dénomination signifie que les cellules ne fonctionnent
pas indépendamment dans 1'os adulte, comme cela se passe dans 4'autres
tissus, mais collectivement en formant les éléments d'une organisation
intermédiaire gqui coordonne et médie les événements au niveau cellu-
laire et au niveau tissulaire dans tous les tissus squelettiques
(FROST, 1985 et 1986).

Les B.M.U. sont les unités fonctionnelles de 1l'os, dans les-
guelles les ostéoblastes et les ostéoclastes agissent en coordination.
Ce mécanisme constitue le couplage cellulaire. Il rend les maladies
osseuses d'origine métabolique délicates a traiter puisque les
substances chimiques qui affectent les ostéoclastes et leurs précur-

seurs vont affecter de la méme maniére les ostéoblastes et leurs pré-



curseurs.
Les B.M.U. exercent leur activité sur les différentes envelop-
pes squelettiques
- périostique,
- intracorticale (endhaversienne),
- endostéale
* endocorticale
* trabéculaire

Parce qu'ils agissent en unités cellulaires, les B.M.U. résor-
bent et forment du tissu osseux en lots guantifiés appelés Bone Struc-
tural Units (B.S.U.) par PARFITT (1983) et JAWORSKI (1984).

Dans 1'os cortical, le B.S.U. est équivalent a un ostéone se-
condaire. Au niveau des autres enveloppes, il n'existe pas de dénomi-
nation particuliére.

Le cycle de remodelage du B.M.U suit des phases bien définies
qui

- commencent toujours par l'activation (A),
- se poursuivent par la résorption (R),
- et se terminent avec la formation (F).

Chacune de ces phases présente une spécifité dans sa localisa-
tion, son amplitude et sa vitesse, de telle sorte que des altérations
dans 1'un de ces éléments se traduisent par des altérations morpho-

logiques caractéristiques de désordres squelettiques spécifiques.
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Figure 1 : Ossification endomembranaire

Dans un blastéme squelettogéne riche en fibres et en
cellules, certaines cellules subissent la différenciation ostéoblastique
et utilisent la trame fibreuse comme travées directrices a
l'ossification.

Les ostéoblastes affectent une disposition épithélioide, 1le
tissu osseux primaire est plexiforme, les ostéocytes sont nombreux.

Figure 2 : Ossification & partir d'une maquette cartilagineuse

Le tissu cartilagineux subit une érosion par son versant
diaphysaire. Quelques spicules subsistants servent de  support
transitoire a l'ossification. Latéralement, le cartilage est limité par
une virole osseuse d'origine périostique qui progresse avec le front
d'érosion.

Figure 3 : Ossification périostique

La virole osseuse s'épaissit par 1l'activité de synthése des
ostéoblastes qui wutilisent les fibres de Sharpey comme travées
directrices. ’

Figure 4 : Le cartilage de conjugaison

Il assure la croissance en longueur des os longs : résorbé
sur sa face diaphysaire, il progresse d'une quantité équivalente sur son
versant épiphysaire . Cet équilibre harmonieux dure pendant toute la
crolissance.

Figure 5 : Créte iliaque foetale

Sa région supérieure (a droite) est constituée par une masse
cartligineuse dont 1l'accroissement est assuré par apposition externe
périchondrale.

Sa région inférieure est formée par des travées osseuses
centrales endochondrales et latérales périostiques. Elle subit le
processus de "dérive" des corticales (détails figures 6 et 8).

Figure 6 : Fort grossissement de la région supérieure de la figure 5

La wvirole osseuse périostique subit une érosion
ostéoclastique sur sa face externe. Sur sa face interne, elle est
intimement liée a des travées d'origine endochondrale.

Figure 7 : Créte iliaque d'enfant - Lumiére polarisée

La corticale est constituée par une juxtaposition de tissu
osseux primaire et de tissu osseux secondaire qui rend compte de sa
relative fragilité.

Les travées du spongieux sont icl toutes formées de tissu
osseux lamellaire.

Figure 8 : Fort grossissement de la région inférieure de la figure 5

La virole osseuse périostique s'accroit par strates
successives qui prennent appul et englobent les fibres de Sharpey de la
couche externe du périoste.
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CHAPITRE II

DEVELOPPEMENT DE L'OS ILTAQUE CHEZ L'ENFANT SAIN

ET DANS DIFFERENTES CIRCONSTANCES PATHOLOGIQUES



T- INTRODUCTION (Figures 1 et 2)

Une meilleure connaissance des différentes étapes du développe-
ment de la hanche de l'enfant permet de progresser dans la compréhen-
sion des pathologies de cette articulation. Cependant, peu de publica-
{ions originales existent sur le développement normal et pathologique
de la hanche humaine (GARDNER et GRAY, 1950; STRAYER, 1971; WATANABE,
1974).

La hanche se développe précocement au cours de la vie intra-
utérine. En effet, 3d&s six semaines, les condensations mésenchy-
mateuses des éléments du bassin sont déja visibles. L'os iliagque va
étre formé par trois points d'ossification qui apparaissent
successivement : 1'ilion vers la neuviéme semaine, 1'ischion a trois
mois et le pubis & quatre mois. Ils sont séparés au niveau de la cavi-
té cotyloide par le cartilage triradié ou cartilage en Y qui se com-
porte comme une plaque de croissance agissant dans trois directions
différentes.

L'ilion va ensuite suivre 1'évolution du cotyle gqui présentait
la forme d'une soucoupe au début de la vie embryonnaire. Il poursuit
sa croissance et subit un modelage qui le rend beaucoup plus profond
et plus recouvrant pour la téte fémorale.

A la naissance, 1'os iliaque présente une forme bien définie ;
il peut &tre schématiquement représenté par deux pales ¢'hélice, 1'une
proximale ou ilion, et 1'autre distale comprenant le pubis et 1l'is-
chion. Ces deux pales sont approximativement dans le prolongement 1'u-
ne de 1l'autre. Au centre de 1l'aile iliaque, les travées osseuses sont
denses et radiées, représentant des canaux vasculaires intraspongieux.

L'évolution est marquée dans les six premiers mois, puis avec
1'évolution de la marche, par un abaissement rapide du toit du cotyle
aux environs de 20°. La croissance ultérieure sera concentrique.

Vers la fin de la croissance apparaissent les points secondai-
res

- point iliaque antéro-inférieur,
- os acétabulaire (apparent a 12 ans, fusionnant a 18 ans),

- point de la créte iliaque (qui sert a 1'évaluation du test de
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ilion \
téte fémorale

<;Ej________*grand trochanter

pubis

ischion

petit trochanter

Figure 1 : Croissance de la hanche (d'aprés POUS, 1977)



point de la

créte iliaque

point iliaque
antéro-inférieur

0s acétabulaire

Figure 2 : Centresd'ossification de 1'os iliaque (d'aprés POUS, 1977).
Points secondaires



Riser dans la définition de 1l'arrét de croissance du squelette
axial) .
Les premiers points apparaissent a 13-14 ans chez la fille, a
15-16 ans chez le gargon.
Deux ans apreés, la fusion signe 1'arrét de croissance du ra-
chis. Le point initial se situe au milieu de la créte iliaque, puis il
s'étend de chague cdté pour atteindre en avant 1'épine iliaque antéro-
supérieure. La fusion débute dans la région interne (POUS et coll.,

1977).

IT- MATERIEL ET METHODE

A/ Matériel (Tableau 1)

34 biopsies nous furent confiées pour étude histomorphométrique
par le Service de Chirurgie Pédiatrique de 1'HOpital d4'Enfants (Pro-
fesseur J. Prévot). Elles proviennent de 33 enfants agés de 1 an et 9
mois a 15 ans, et de 1 foetus mort-né agé de 38 semaines d'aménorrhée.
Ces biopsies sont réparties en 3 groupes différents.

1) Groupe normal

Observations n° 1 a 10.

Ce groupe 1 rassemble 10 enfants sains : le foetus et 9
enfants qui ne présentaient pas de pathologie osseuse métaboligue par-
ticuliére. Ces 9 enfants étalent agés de 1 an 9 mois a 5 ans 8 mois
lors de la biopsie. 7 filles présentaient une dysplasie de hanche cor-
rigée par ostéotomie pelvienne selon Salter, et 2 gargons avaient des
déformations des pieds. Tous marchaient normalement, sans restriction
ni boiterie, et 1'intervention s'est déroulée sans préparation parti-
culiére, en tout cas sans décubitus prolongé pré-opératoire.

2) Groupe a marche restreinte

15 enfants sans maladie métaboligue osseuse connue avaient
comme particularité une restriction des activités de marche, soit par
douleur, soit par impératif chirurgical nécessitant un dJdécubitus
strict. Ces patients étaient 4gés de 4 ans 3 mois a 14 ans 8 mois. 4
sous-groupes ont été isolés :

- Sous-groupe 2a : {obs. n° 11 & 15) 3 gargons et 2 filles

conservaient la marche, mais avec un appul difficile ou douloureux se-



condaire a une pathologie de la hanche : 2 maladies de Legg-Perthes-
Calvé, 2 tumeurs osseuses proximales fémorales et 1 séquelle de luxa-
tion traumatique de la hanche. La biopsie osseuse a été assurée du cb-
té de 1'opération sur le bassin, c'est-a-dire du cdté de la décharge
spontanée.

- Sous-groupe 2b : (obs. n° 16 a 19) ces 4 patients ne mar-
chaient plus depuis 2 a 6 mois : 1 début d'allongement de jambe, 2 né-
croses post-traumatiques de la téte fémorale et 1 ostéosarcome de la
Seéme vertebre lombaire en attente de greffe. Cette derniére patiente
était par ailleurs sous chimiothérapie selon le protocele T10 de
ROSEN.

- Sous-groupe 2c : {obs. n°® 20 & 24) ces 5 patients étaient
traités pour une inégalité de longueur selon la technigque d'Ilizarov
que nous reverrons plus loin. Ils ont eu une phase de décubitus strict
pendant environ 1 mois (selon la tolérance individuelle), puis ont
progressivement repris la marche avec appui sur le membre traité. Le
délai de remise én charge variait de 1 & 3 mois.

- Sous-groupe 2d : (obs. n°® 25 et 26) ces 2 adolescents ont
repris la marche de fagon normale, avec appui bilatéral depuis plus de
3 mois. Notons que le cas 25 provient du méme patient que le cas 19,
deux biopsies ayant été réalisées a 6 mois d'intervalle.

3) Groupe & pathologie avérée

N

Observations n° 27 a 34.

Il rassemble 8 patients présentant une pathologie connue
pour laqguelle une étude histomorphométrique pouvait apporter quelgues
informations complémentaires :

- 1 enfant tétraparétique spastique, sans aucune pos-
sibilité de marche (obs. n°® 27),

- 1 patient en insuffisance rénale pour oxalose (obs.
n° 28),

- 1 adolescent atteint d'une ostéogénése imparfaite
(obs. n° 29),

- 1 ostéoporose accompagnant un granulome éosinophile
vertébral (obs. n° 30),

- 1 cas de rachitisme vitamino-D-résistant familial

(obs. n°® 31),



- 1 patient atteinte d'une maladie de Jadassohn-Lewan-
dowsky ou pachyonychie congénitale et déficit en vi-
tamine D (obs. n° 32),
- 1 suspicion de maladie de Caffey chez une adolescen-
te présentant une hyperostose tibiale {obs. n° 33),
- et 1 ostéoporose correspondant & un stade préleucé-
migque {(obs. n° 34).
En dehors des cas n° 27 et 28 gui ne pouvaient pratiquer la
marche, tous les autres avaient une activité physique normale.
B/ Béthode
Le protocole "biopsie csseuse" transmis dans le service du Pro-
fesseur J. PREVOT fut le suivant
- taille et poids de 1'enfant,
- stade pubertaire selon la classification de Tanner,
- dosage sanguin du calcium, du calcium ionisé, du phosphore
et des phosphatases alcalines,
- dosage urinaire du calcium, du phosphore et de 1'hydroxy-
proline.
Un marquage pré-opératoire a la tétracycline a été réalisé chez
9 patients selon une prise de Lédermycine¥*, & la dose de 9 mg/kg, a
J1-J32-33-J4, puis J14-J15, et biopsie entre J18 et J22 (obs. n° 20,
21, 22, 24, 26, 29, 31, 32, 33 et 34).
La biopsie a été réalisée de deux maniéres
- soit a 1'aide du trocard de Bordier pour 11 patients chez
qui 1'étude histomorphométrique était trés souhaitée (obs.
n® 16, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 31, 32, 33 et 34),
- soit au cours d'une intervention se déroulant sur le bas-
sin telle gqu'une ostéotomie pelvienne ou une prise de

greffon pour les 22 autres observations.



Obs. Sexe ! Age Etat clinique Intervention Marquage Etat de la marche
Groupe 1 1 1- 3 semaines _ Prélévement Non
2 F 1 an 9 mois | Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
3 F 1 an 9 mois | Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
4 F 1 an 10 mois | Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
5 F 2 ans Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
6 F 2 ans 2 mois | Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
7 M 3 ans Métatarsus varus Greffe iliaque Non Normale
8 M 3 ans 9 mois | Pied en 2 Greffe iliaque Non Normale
9 F 4 ans 9 mois | Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
10 F 5 ans 8 mois { Dysplasie cotyle Ostéotomie pelvienne Non Normale
Groupe 2a 11 M 4 ans 3 mois | Maladie de L.P.C. Ostéotomie pelvienne Non Boite depuis 5 mois
12 F S ans 8 mois | Kyste osseux fémur Greffe iliaque Non Boite depuis 2 mois
13 M 10 ans Maladie de L.P.C. Ostéotomie pelvienne Non Boite depuis 4 mois
14 F 11 ans Luxation traum. hanche Réduction chirurgicale Non Boite depuis 2 ans
15 M 14 ans 9 mois | Ostéome ostéoide  fémur Greffe iliaque Non Boite depuis 6 mois
2b 16 F 5 ans Raccourcissement M.I. Ilizarov tibia + biopsie Non Décubitus depuis 6 sem.
17 F 8 ans 9 mois | Nécrose téte fémur Greffe iliaque Non Décubitus depuis 6 mois
18 F 12 ans 8 mois | Ostéosarcome de LS Greffe iliaque Non Décubltus depuis 4 mois
19 M 13 ans 9 mois | Nécrose té&te fémorale Greffe iliaque Non Décubitus depuis 6 mois
2c 20 M 7 ans 9 mois | Raccourcissement M.I. Ilizarov fémur + biopsie Oui Reprise depuis 3 mois
21 M 13 ans 2 mois | Raccourcissement M.I. Ilizarov tibia + biopsie Oui Reprise depuis 3 mois
22 F 13 ans 9 mois | Raccourcissement M.I. Ilizarov tibia + bibpsie Oui Reprise depuis 3 mois
23 F 13 ansll mois | Raccourcissement M.T, Ilizarov tibia + biopsie Non Reprise depuis 1 mois
24 F 14 ans 8 mois | Nanisme Ilizarov tibia + biopsie Oui Reprise depuis 1 mois
2d 25 M 14 ans 3 mois | Nécrose -téte fémur Ostéotomie pelvienne Non Reprise depuis 4 mois
26 F 14 ansll mois | Raccourcissement M.I. Ilizarov tibia + biopsie Oui Reprise depuis 1 an
Groupe 3 27 F 2 ans 8 mois | Tétraparésie spastique Ostéotomie pelvienne Non Non, mais spastique
28 M 7 ans 4 mois | Oxalose + insuf. rénale Biopsie Non Non, décubitus
29 M 14 ans 1 mois | Ostéogenése imparfaite Biopsie d'ostéome Oui Normale
30 F 9 ans 9 mois | Ostéoporose + GE rachis Greffe iliaque Non Normale
31 M 9 ans Rachitisme vit. D Résist. Biopsie Oui Normale
32 F 13 ans 2 mois | Pachyonychie congénitale Biopsie Oui Normale
33 F 15 ans 4 mois | Maladie de Caffey Biopsie Oui Normale
34 M 6 ans Stade pré-leucémique Biopsie Oud Normale
Tableau I '

Données cliniques

- §§




TII- RESULTATS (Tableau II)

Compte tenu du faible nombre de patients et de la nécessité de
les séparer en groupes différents, les informations cliniques con-
cernant la tallle, le poids et le stade pubertaire ne peuvent pas étre
interprétées. Quant aux mesures biologigques explorant le métabolisme
phosphocalcique, leur normalité ne permet également pas d'envisager
une guelconque corrélation. C'est pourquoi, les résultats sont établis
en fonction de l'aspect histologique et des valeurs guantitatives.
Tous ces prélévements se sont révélés d'excellente qualité et n'ont
pas posé de problémes particuliers d'interprétation. En fait, 12 biop-
sies supplémentaires ont été réalisées mais n'ont pas pu &tre incluses
dans ce travail car leur qualité était médiocre; elles sont représen-
tatives des difficultés techniques rencontrées. Les valeurs concernant
1'épaisseur et la porosité des corticales sont données a titre indica-
tif, leur interprétation restant délicate.

A/ Groupe 1 (Tableau III)
1) Description
Dans ce groupe comprenant des enfants sains, les travées os-
seuses sont moyennement épaisses et bien anastomosées. A la naissance,
elles contiennent en leur centre de la substance cartilagineuse calci-
fiée qui disparait avec les années : 13 % du VIO a la naissance, 4 a 5

3

% a2 ans, 0 $ a 3 ans. L'évolution de la structure osseuse montre gue
1'0os est de type primaire, immature, a 100 % jusqu'a 1'dge de 3 ans.
Puis, vers 4 ans, des appositions osseuses orientées apparaissent et
sont la caractéristique de 1'os secondaire lamellaire. Cet os lamel-
laire est retrouvé pour 20 % du VIO a 1l'age de 5 ans, et il occupe
pratigquement la totalité des travées osseuses a 1'Age de 10 ans.
L'activité ostéoide est intense comme l'atteste le nombre
des ostéoblastes en disposition épithélioide. Les ostéoclastes sont
également nombreux. Les paramétres ne confirment cependant pas cette

impression, et 1'on peut donc estimer que, chez le petit enfant, le

remodelage est extré@mement rapide (Planche II, Figures 9 a 12).
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2) Histomorphométrie

La dispersion des valeurs est une caractéristigue gqul doit
conduire a 1'appréciation trés prudente des résultats ultérieurs. Dans
certains cas, la qualité de la marche et la normalité du tissu osseux
peuvent &tre mises en doute. Toutefois, aprés vérification, il
apparalt que ce groupe est finalement fiable.

Ainsi, pour une moyenne d'dge de 2 ans et 3 mois, les valeurs ob-

tenues sont

VTO = 23,1 + 6,7 %
VO = 3,6 + 2,5 %
SO =12,5 + 8,5 %
FO = 8,0+ 1,8 p
SR = 8,4+ 4,4%

B/ Groupe 2a (Tableau IV)
1) Description
Dans ce groupe d'enfants qui boitent, les travées osseuses
sont plus séparées, plus fines et moins anastomosées. Ainsi, les bor-
dures ostéoides et les surfaces de résorption paraissent rares. Néan-
moins, les ostéoblastes et les ostéclastes restent présents.

2) Histomorphométrie

Le VIO est inférieur a la valeur normale, mais les autres
paramétres sont normaux. En fait, représentant un pourcentage du VTO,
ils sont diminués en valeur absolue. Par ailleurs, les bordures osté-
oides sont plus étroites que normalement. Tout semble se passer comme
si 1'os vivait au ralenti, avec un équilibre apposition-résorption
normal malgré une tendance a l'augmentation des zones de résorption
(fig. n°3).

Pour une moyenne d'dge de 9 ans et 2 mois, les valeurs sont

les suivantes :

VTO = 16,2 + 4,5 %
VO = 4,7+ 1,8 %
SO =17,4 +5,0%
FO = 6,5+ 1,7
2,8

SR = 7,9

|+



C/ Groupe 2b (Tableau IV)
1) Description

Chez ces patients gqui sont en décubitus strict, les travées
osseuses sont plus ou moins abondantes selon les patients, cet aspect
est vraisemblablement en rapport avec la durée de 1'immobilisation. La
caractéristique de ce groupe réside dans la rareté des zones soumises
au remodelage. La mesure du volume ostéoide est trés difficile car
celui-ci est peu élevé.

2) Histomorphométrie

L'os paralt effectivement étre au repos complet. Si le VTO
reste normal, le VO est totalement effondré, inférieur a 1 % (fig. n°
5). Les surfaces de résorption sont plus nombreuses que les surfaces
d'apposition. I1 devient possible d'avancer que 1'activité ostéoblas-
tique se réduit de fagon trés significative. En effet, pour un age
moyen de 10 ans et 3 mois, les valeurs sont les suivantes :

VIO = 20,1 + 6,4 %

VO = 0,7 +0,4 %
SO = 4,1 +2,7%
FO = 6,7 + 0,9 4
SR = 4,6+ 0,7 %

B/ Groupe 2c (Tableau V)

1) Description
Chez ces patients qui ont repris la marche depuis moins de
trois mois, avec un appul souvent partiel, les valeurs sont trés va-
riables. I1 semble possible de préciser la fonction et l'intensité de
la marche : certains sujets se rapprochent du groupe précédent (2b),
et sont vraisemblablement souvent au repos strict, tandis gque d'autres
ont manifestement repris une marche satisfaisante comme ceux du groupe
suivant {2d). Les travées osseuses redeviennent plus nombreuses et les
surfaces actives ostéoldes se multiplient. La largeur des bordures os-

téoides est augmentée.

2) Histomorphométrie

Les parametres mesurés tendent a retrouver des valeurs nor-
males, bien gque les surfaces de résorption soient encore supérieures a
la normale. La vitesse de minéralisation moyenne, mesurée chez 4 pa-

tients est de 0,88 microns/jour avec un écart type de 0,25. Cette



valeur est sensiblement la méme que la valeur normale de 1'adulte.
L'dge moyen est de 12 ans et 8 mois. Les valeurs sont les suivantes

VTO = 27,2 + 7,8 %

VO = 3,3+ 2,8%
SO = 15,5+ 8,5 %
EO = 10,1 + 2,6 p
SR = 6,4+ 3,0 %

E/ Groupe 2d (Tableau V)
1) Description

Ces patients qui ont repris une activité de marche satis-
faisante paraissent avoir des travées osseuses normales. Toutefois,
les paramétres ostéoides sont élevés, 1'épaisseur ostéoide importante.
En revanche, les surfaces de résorption restent rares. La vitesse de
minéralisation, mesurée dans un cas, est légérement inférieure a la
normale.

2) Histomorphométrie

Les valeurs des deux patients d'Age moyen de 14 ans et 8
mois prouvent que la reprise de 1l'apposition est a nouveau assurée,

peut-8tre un peu lentement (la vitesse de minéralisation est de 0,62

microns/jour) :
VIO = 25,6 + 0,8 %
VO = 3,1+ 0,75%
SO = 21,6 + 16,4 %
EO = 14,1 + 1,3 u
SR = 3,3+ 0,6 %

F/ Groupe 3 (Tableau VI)

Ces 8 patients sont atteints d'une affection du métabolisme
osseux qui impose une étude spécifique. Ils ne sont regroupés gue par-
ce qu'ils sont pathologiques, mais ils doivent &tre étudiés séparé-
ment.

1) Tétraparésie spastique (Obs. n° 27)

Chez ce patient de 2 ans et 8 mois gui n'a Jjamais marché,
les paramétres d'histomorphométrie sont relativement normaux, hormis
la résorption gui est inférieure a la normale. L'apposition est tout a
fait normale. Ceci prouve que, malgré le décubitus, le potentiel des

contractions musculaires (1ié & la spasticité) est tel que 1'os est



soumis a des contraintes mécaniques voisines de la normale.

2) Oxalose et insuffisance rénale {Obs. n°® 28) (Planche II, Fi-

gure 16).

Chez ce patienlt qui ne marche plus depuis plusieurs mois,
les travées osseuses sont massives et se traduisent par un VTO
supérieur a 30 %. Elles comportent en leur sein des plages de matrice
cartilagineuse calcifiée, résidu du remplacement d'un cartilage de
conjugaison bien visible. Le remodelage est important : les surfaces
ostéolides et de résorption sont importantes, 1'épaisseur ostéoide est
normale. Aussi cet enfant, en dialyse rénale, bien équilibré sur la
plan métabolique, ne présente pas les stigmates d'une hyperparathy-
roidie secondaire, et son profil histomorphométrique est en rapport
avec son age. En lumiére polarisée, des cristaux biréfringents d4'oxa-
late sont présents dans les travées osseuses et dans la moelle osseu-
se.

3) Ostéogénése imparfaite (Obs. n°® 29)

Ce cas d'ostéogénése imparfaite de gravité moyenne se tra-
duit par un VTO extrémement faible (5,8 %) composé de travées rares et
atrophiques. L'activité ostéolde est cependant nettement marquée avec
des surfaces ostéoides épaisses et bordées d'ostéoblastes en disposi-
tion épithélioide. Les zones de résorption sont rares et les ostéo-
clastes peu nombreux. La vitesse de minéralisation est normale.

4) Ostéoporose idiopathique (Obs. n°® 30)

Cette jeune fille présente les caractéristiques radiologi-
ques d'une ostéoporose vertébrale, associée a une suspicion de granu-
lome éosinophile de D6. Néanmoins, le VIO de la créte iliaque est nor-
mal, tandis que les chiffres d'apposition sont effondrés : VO = 0,7 %,
SO = 3,8%. Il existe donc une sidération de 1'apposition comparable a
celle des patients en décubitus strict, et une nouvelle biopsie plus
tardive aurait été utile pour vérifier une éventuelle diminution du
VIO. Le profil histomorphométrique se rapproche donc, par 1'effon-
drement des paramétres ostéolides, de celui d'une ostéoporose de décu-
bitus a son début.

5) Rachitisme vitamino-D-résistant (Obs. n° 31) (Planche 1I,

Figure 15)

Les travées osseuses sont épaisses et bien anastomosées



entre elles. Le VTO est a la limite supérieure de la normale. La
caractéristique de ce syndrome est 1'importance des surfaces ostéoides
qui occupent les 3/4 de la surface des travées (SO = 75,6 %) et par
1'épaisseur des bordures ostéoides qui sont deux fois plus importantes
gue normalement. A leur contact, les ostéoblastes affectent trés rare-
ment une disposition épithélioide et sont volontiers aplatis. La
faiblesse de 1l'incorporation de tétracycline traduit une vitesse de
minéralisation pratiquement abolie. Le volume trabéculaire calcifié
(VT0O/VO) se trouve donc réduit par un volume ostéoide accru, et cette
diminution est amplifiée par la présence de plages hypominéralisées au
sein du tlissu osseux bien calcifié. Les ostéoclastes sont bien re-
présentés, mais les surfaces de résorption sont pratiguement normales.
La texture osseuse est de type lamellaire.

Le profil histomorphométrique est celui d'un rachitisme de
l'enfant (ostéomalacie) avec augmentation de tous les paramétres osté-
oides et effondrement de la vitesse de minéralisation. La tendance 1lé-
gérement densifiante et surtout 1l'aspect trés inactif des ostéoblastes
trés en faveur de la vitamino-résistance.

6) Ostéoporose et déficit en vitamine D {(Obs. n° 32)

Cette biopsie est d'interprétation trés difficile, car elle
traduit l'association d'un remodelage accéléré : les surfaces ostéol-
des sont trés marquées (28,7 %) par des bordures élargies (12,7 u), en
méme temps que les surfaces de résorption sont augmentées (12 %). La
vitesse de minéralisation est pratigquement normale. La balance de
1'équilibre est certainement positive puisque le VTO est a la limite
supérieure de la normale. Il ne s'agit donc pas d'une ostéoporose,
mais d'une accélération des phénoménes de remodelage d'origine mal
définie.

7) Hyperostose corticale (Obs. n° 33)

Cette patiente présente une densification des corticales
antérieures du tibia, de fagon bilatérale, permettant de suspecter une
maladie de Caffey. Les travées osseuses sont massives et bien anasto-
mosées entre elles, et le VIO est élevé (29,8 %) pour 1'dge de 15 ans.
Le volume ostéoide est faible parce que les surfaces ostéoides sont
peu importantes (5,5 %), malgré une épaisseur ostéolde importante

(14,1 microns). La vitesse de minéralisation est normale. Les surfaces
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de résorption sont de moyenne importance. Le profil histomorphomé-
trigue est celui d'un ralentissement de la résorption avec une balance
positive gui se traduit par un VTO élevé.

8) Stade pré-leucémique (Obs. n° 33)

Chez ce patient, le diagnostic d'ostéoporose idiopathique
juvénile masculine était suspecté sur la base 4'un métabolisme calci-
gue normal. Puis l'augmentation du taux de calcium sérique permit de
poser le diagnostic de leucémie aigle.

Les valeurs morphométriques montrent un accroissement de la

résorption osseuse sans augmentation de 1'apposition ostéoblastique.
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Figure 9 : Créte iliaque d'enfant 3gé de 1 an et 9 mois (x8)

Le spongieux présente de nombreuses travées formées sur des
spicules centraux de matrice cartilagineuse calcifiée. La corticale est
en cours d'édification.

Figure 10 : Créte iliaque d'enfant 3gé de 2 ans (x8)
Les corticales encadrent des travées dont la matrice
centrale cartilagineuse tend a disparaitre.

Figure 11 : Créte iliaque d'enfant 3gé de 7 ans et 9 mois (x9)

La corticale s'est considérablement épaissie et révéle la
présence de nombreux ostéones en cours de comblement.

Le spongieux est représenté par des travées bien
anastomosées entre elles.

Figure 12 : Créte iliaque d'enfant 3gé de 14 ans et 11 mois (x8)

La corticale est encore plus épaisse, les ostéones en
formation moins nombreux. Le spongieux présente un beau réseau qui subit
les processus de remaniement comme l'atteste la présence de bordures
ostéoides étendues.

Figure 13 : Créte iliaque d'enfant ostéoporotique (x8)

Le spongieux est représenté par des travées parfois gréles,
parfois plus épaisses et relativement mal anastomosées, ce qui rend
compte de la fragilisation du squelette de 1l'enfant.

Figqure 14 : Créte iliaque d'enfant ostéoropotique (x8)

Cet enfant souffre d'une ostéoporose d'étiologie inconnue,
mais trés marguée. La corticale est trés étroite, les travées gré@les et
tres mal reliées entre elles.

Figure 15 : Créte iliaque d'un enfant présentant un rachitisme
vitamino-D résistant (x8)

Les travées du spongieux sont épaisses, moyennement reliées
entre elles. Les surfaces trabéculaires sont trés souvent recouvertes
par du tissu préosseux d'épaisseur accrue.

Figure 16 : Créte iljaque d'un enfant souffrant d'une insuffisance
rénale '

Les travées osseuses sont massives, avec des résidus de
cartilage calcifié en leur sein.

L'importance des surfaces de résorption et d'apposition
témoignent d'un remodelage important, sans aspect d'hyperparathyroidie
secondaire.
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A/ L'enfant normal (Tableau VII)

L'ébauche de 1'ilion est constituée par un blastéme de cellules
mésenchymateuses. Les cellules mésenchymateuses se multiplient inten-
sément en superficie au contact des cellules épiblastiques. Il existe
des inductions entre ces deux types de tissus qui ont un rdle détermi-
nant dans la différenciation future des cellules mésenchymateuses. Une
condensation centrale de cellules mésenchymateuses apparalit et se dif-
férencie en cartilage qui se modéle pour réaliser la maquette cartila-
gineuse du futur os. Des cellules mésenchymateuses venues de 1la
superficie entourent cette maguette pour former le périchondre qui de-
viendra plus tard le périoste.

La transformation de la maguette cartilagineuse est sous la dé-
pendance d'un changement de la microvascularisation locale. Le carti-
lage est peu vascularisé (BAILLAT et TEOT, 1989); 1l'arrivée d'une ri-
che vascularisation accompagne 1'ostéogénése. Elle différe peu de
celle d'un os long, avec mise en place du front d'érosion du cartilage
et du manchon osseux diaphysaire, bien que des travées osseuses
d'origine endochondrale persistent dans la cavité médullaire et sont
le point de départ du futur spongieux.

1) Observation

L'étude générale des observations confirme gquelques notions
classiques :

- Le cartilage calcifié est présent dans la créte iliague
jusque vers 1'age de 3 ans.

- Le tissu osseux primaire est progressivement remplacé par
le tissu osseux lamellaire a partir de 3 ans. Le tissu osseux lamel-
laire constitue pratiquement la totalité des travées osseuses vers
1'3ge de 10 ans.

- L'activité ostéoblastique est légérement supérieure & cel-
le de 1'adulte, 1'activité de résorption lui est nettement supérieure.
I1 en résulte ainsi un équilibre apposition-résorption qui permet (en
pourcentage) la stabilité du VTO pendant toute 1'enfance et 1'adoles-

cence.



Valeurs normales NANCY Ste MARIE MARIE DELLING ELLIS ,' MELSEN MEUNIER
AGE { 6 ans 2~-16 1-9 10-19{{5-9 10-17 10-19 15-19 SEXE
- 23 25 24 23 H
VTO (%) 23,1 28,6 26,4* 23 21 21 24 32 22,9 F
3,1 H
VO (%) 3,6 4,0 1,2 2,0 F
18 15,9 H
SO (%) 12,5 21,6 23,6 26 20 15 10,7 F
EO (m) 8,0 7,4 6,8
. ' 0,68 0,72 H
VM (#/jour) 1,31 0,70 0.75 0.72 F
SR (%) 8,4 7,6 1,8* 9,8 9,0 3,6
EC‘VL) 120-1400 200-2000
Porosité (%) 0-17

* Particularités.

Voir texte,

Tableau VII

Valeurs normales
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2) Histomorphométrie

Peu de travaux ont fait 1l'cbjet d'études histomorphométri-
ques chez 1'enfant et, pour exploiter leurs résultats, les auteurs ont
volontiers comparé leurs valeurs pathologiques a un petit groupe Qe
valeurs témoins. Néanmoins, quelques observations normales peuvent
étre prises en compte tout en sachant que les comparaisons sont
autorisées si la méthodologie est comparable (Tableau VII).

SAINTE MARIE et coll. (1984) rapportent aussi les valeurs
normales publiées par GLORIEUX et MARIE portant sur 12 enfants. MARIE
et GLORIEUX, en 1981, donnent les valeurs normales de 15 enfants agés
de 2 a 16 ans. Ils constatent une activité ostéoblastique tres
importante mais leurs valeurs sont exprimées de fagon particuliere :
le "VTO" est le volume osseux calcifié, le "VO" est un pourcentage du
volume osseux total, les "SR" sont les surfaces occupées par les
ostéoclastes. L'étude de la vitesse de minéralisation, faite chez 6
enfants agés de 3 & 16 ans, montre une nette accélération par rapport
a l'adulte.

COURPRON et coll. (1976) rappellent les valeurs citées par
DELLING et coll. (1980) et MELSEN et coll. ({1976). ELLIS et PEART
{1972) donnent les valeurs normales du VTO chez dix enfants et ado-
lescents agées de 5 a 17 ans, 5 gargons et 5 filles. Afin de dif-
férencier le tissu osseux minéralisé du tissu osseux non minéralisé,
ils ont mesuré le VTO par méthode manuelle sur des échantillons osseux
non décalcifiés. MEUNIER et COURPRON ({1973) fournissent des valeurs
normales chez des adolescents 3gées de 15 a 19 ans. La vitesse de
minéralisation est identique a celle de 1'adulte. En raison du grand
nombre de cas observés, les valeurs de MEUNIER et COURPRON sont habi-
tuellement utilisées comme référence par de nombreux auteurs.

En tenant compte des écarts-types, les valeurs de notre
Laboratoire sont tout a fait comparables, en particulier a celles uti-
lisées dans le Laboratoire de MEUNIER. La différence entre les filles
et les gargons serait non significative avant la puberté. Par ail-
leurs, les variations en fonction de 1'3ge de 1'enfant ou de 1'adoles-
cent ne semblent également pas significatives. Toutefois, ces observa-
tions n'ont pas toute la rigueur souhaitable. En effet, toute analyse

statistique est impossible en raison du trop petit nombre de para-
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netres.

B/ Variations de mesures selon l1'échantillon osseux

Les variations des données des différents auteurs sont donc
trés im portantes. Mails il faut rappeler que, méme chez le sujet nor-
mal, il existe des variations de mesures selon le site de prélevement.
C'est ainsi que ARLOT démontre des variations en fonction des para-
métres mesurés : 15,7 % pour le VTO, 12,3 % pour le SO, 21,7 % pour le
vo, 12,9 S%'pour le SR et 7,9 % pour la vitesse de calcification
(ARLOT, 1985). Les variations locales dépendent de 1l'affection en
cause, mais 11 a été possible de calculer, sur deux biopsies prati-
quées chez le méme sujet, la plus petite différence nécessaire pour
garantir 1'écart significatif d'un paramétre donné. Par exemple, dans
1'ostéoporose, chez un méme malade, le VTO doit augmenter de plus de
29 %, entre deux biopsies successives pour affirmer qu'il est accru.

C/ ROle du décubitus (Tableau VIII)

L'ostéoporose de décubitus ou d'immobilisation est un phénoméne
bien connu des chirurgiens. Parfois, elle se complique d'un syndrome
algodystrophique dont la rareté chez l'enfant ne doit cependant pas
faire oublier qu'il existe. Classiquement, cette "déminéralisation ra-
dioclogigue”™ se corrige avec la guérison et la reprise des activités
physigques.

Le tableau VIII résume les constatations réalisées a partir de
patients normaux (groupe 1), de patients au repos, partiel ou complet,
et d'enfants en récupération plus ou moins totale de leurs capacités
de marche et d'appui (groupe 2, sous-groupes détaillés).

Le VIO diminue de plus de 30 % des que l'enfant boite ou sup-
prime sa marche. Il retrouve trés rapidement une valeur normale, soit
avec la reprise de la marche, soit au bout d’un certain temps. Rappe-
lons que les observations n° 27 et 28 concernent des patients non
marchants dont le VTO est au moins égal & la normale.

L'activité ostéoide semble pratiquement s'arréter lors du décu-
bitus forcé; elle se réactive trés rapidement et permet ainsi le
rétablissement de travées osseuses normales. Lors de la phase de re-
construction, 1'épaisseur des bordures ostéoldes est parfois doublée

par rapport a la normale. Quant a la résorption, elle diminue lors du
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repos et évite ainsi une iLrop grande perte du volume osseux. Mais elle
reste également basse pendant toute la phase de 1réparation, et
contribue au rétablissement encore plus rapide d'un VTO normal.

D/ Pathologie

1) Ostéogénése imparfaite

SAINTE MARIE et coll. ont étudié en 1984, selon la méthodo-
logie du Laboratoire de MEUNIER, gquatre enfants agés de 5 a 17 ans, et
ils concluent que :

- le VIO est diminué en moyenne de 70 % par rapport a la
valeur normale,

- les corticales semblent fines (la comparaison est faite
avec des valeurs adultes),

- la VM est tres ralentie.

Pour SAINTE MARIE et coll., il s'agit d'une diminution de la
formation d'os au niveau cellulaire par diminution d'activité
ostéoblatique tandis que l'activité ostéoclastique semble normale. La
conséquence en est une ostéoporose corticale et trabéculaire.

En 1975, ALBRIGHT et coll., a partir de biopsies costales
provenant de 7 enfants agés de 2 a 14 ans, ont des conclusions dif-
férentes : ils confirment la diminution du VTO, mais 1ils notent une
augmentation du turn-over osseux qui tend & diminuer vers 1'3ge
adulte. Toutefols, la méthodologie différe des techniques habituelles
d'histomorphométrie : la cOte est peu étudiée par d'autres auteurs, et
les analyses sont faites sur des microradiographies.

L'étude présente confirme l'accélération du turn-over osseux
et explique que la consolidation des fractures ne soit pas ralentie
dans 1'ostéogénese imparfaite. En fait, la cause principale de la di-
minution du VTO est liée aux anomalies du collagéne.

2) Rachitisme
a) Déficit en calcium
MARIE et GLORIEUX étudient trois enfants (3, 6 et 12 ans)
qui présentent un rachitisme clinique secondaire a une carence calci-
gue. Une biopsie faite a JO montre le volume trabéculaire diminué, des
bordures ostéoides massives non calcifide et une vitesse de minérali-
sation ralentie qui évogue un syndrome ostéomalacique sévére caracté-

risé par une diminution du taux de formation osseuse et une légére



augmentation de la résorption. Aprés un tralitement consistant en une
prise qguotidienne de 1000 mg de calcium pendant 5 a 8 mois, le con-
trdle histomorphométrique de deux enfants {(a J 140 et J 224) montre
une nette tendance a la normalisation des paramétres avec, pour un
cas, la preuve du triplement de la vitesse de minéralisation.

b) Rachitisme vitamino-résistant

Chez 8 enfants non traités, MARIE et GLORIEUX observent
gue le volume trabéculaire osseux est pratiguement normal, la vitesse
de minéralisation est diminuée, les paramétres ostéoides sont augmen-
tés et il n'y a pas évidence d'augmentation de l'activité de résorp-
tion. Les travées osseuses et les corticales sont donc quantitative-
ment normales ou plus épaisses par excés de tissu ostéoide et diminu-
tion de la calcification. Les auteurs notent ainsi des anomalies de
fonctionnement des ostéoblastes qui sont a l'origine des signes ostéo-
malaciques du rachitisme vitamino-D-résistant hypophosphatémique
(1981). Nos observations confirment ces notions en montrant des sur-
faces ostéoldes qui représentent 75 % de la surface des travées, el un
effondrement de la vitesse de minéralisation. Cependant, la cause de
ces anomalies reste imprécise. Il pourrait s'agir d'une conségqguence de
1'hypophosphatémie chronigue.

Dans un autre travail, ces mémes auteurs étudient le
traitement du rachitisme vitamino-résistant en jugeant 1'efficacité
thérapeutique selon trois protocoles définis : phosphates seuls,
phosphates associés & 1'ergocalciférol ou associés au calcitriol.
L'histomorphométrie osseuse permet de conclure que les deux premiers
protocoles induisent une minéralisation au niveau des surfaces osseu-
ses endostées. En revanche, la combinaison phosphate-calcitriol permet
la minéralisation des travées osseuses et s'avére utile dans le
traitement du rachitisme vitamino-D-résistant (1983). L'histomorpho-
métrie permet ainsi de déterminer scientifiquement quelle est la
valeur de certains trailtements.

3) Insuffisance rénale chronique

HODSON et coll. mesurent par méthode semi-automatigue les
biopsies osseuses de 457 enfants (1 a 17 ans) souffrant 4'insuffisance
rénale chronique avec filtration glomérulaire diminuée : FG < 80

ml/min./1,73 m2. En fonction de la gravité de 1'atteinte, ils notent
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des profils histomorphométriques d'hyperparathyroidie avec une augmen-
tation importante des surfaces de vrésorption, et des syndromes
ostéomalaciques avec effondrement de la vitesse de minéralisation
(1980) . Notre patient, bien gqgue non marchant en ralison d'une oxalose
sévére surajoutée, a un profil histomorphométrique proche de 1la
normale. C'est peut-&tre un bon témoin de 1'éguilibre satisfaisant
obtenu par la dialyse extra-rénale.

4) Leucose lymphoblastique

Les valeurs mesurées indiquent que la leucémie induit une
raréfaction osseuse par augmentation de 1'activité ostéoclastique et
par diminution de la minéralisation ostéoblastique. Ces résultats
supportent l'hypothése selon laquelle les changements se produisent
plus au niveau endostéal qu'au niveau endhaversien. Ils excluent par
ailleurs 1'intervention de la P.T.H., de la calcitonine ou de la
25~-0OH-vitamine D3. La sécrétion locale d'un "osteoclast activating
factor" et la répression ostéoblastique sont analogues a la sécrétion
anormale des cellules lymphoblastiques transformées (RAISZ et coll.,
1975).

5) Divers

Dans d'autres circonstances trés variées, 1'histomorphomé-
trie apporte des renseignements intéressants :

- Dans 1l'observation n°® 30, le profil est celui d'une os-
téoporose avec effondrement des paramétres ostéolides. Le VTO reste
normal, mais 1'évolution clinique et radioclogique a démontré la "démi-
néralisation™ progressive.

- Quant aux observations n° 32 et 33, leur interprétation
est difficile. Dans 1’'observation n°® 32 qui présente clinigquement un
déficit en vitamine D et une ostéoporose, 1'élévation de 1'activité de
résorption est correctement compensée par une activité ostéoide mar-
guée. Dans l'observation n® 33, le VTO est élevé malgré un VO faible,
mais grice a une résorption peu importante ; cette patiente présente

une hyperostose tibiale bilatérale.
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I- RAPPEL SUCCIRT DES PRINCIPAUX EVEREMENTS DU DEVELOPPEMENRT DE L'0S
LONG

L'os diaphysaire de l'enfant est un os dense. Son accroissement
en largeur est assuré par une apposition osseuse d'origine périostée
qui se fait a la surface du manchon primitif et aboutit a la formation
des travées osseuses plus ou moins concentriques & la cavité médul-~
laire et unies entre elles par des travées obliques. Pour cette appo-
sition, les ostéoblastes utilisent comme travées directrices les
fibres périostiques; celles-ci se trouvent en conséguence progres-
sivement incluses dans 1'os cortical et constituent les fibres de
Sharpey. Les travées osseuses nouvellement formées a 1'extérieur sont
séparées par des espaces conjonctivo-vasculaires dont le volume est
peu a peu réduit par 1'apposition ostéoblastique sur ces nouvelles
travées qui s'épaississent. Ainsi se trouve constitué un tissu osseux
primaire dense. Ce tissu est plus épais dans la partie médiane de la
diaphyse ou i1l est apparu en premier gue dans les métaphyses ou il est
formé plus tardivement.

Dans le méme temps ou le fiit osseux de la diaphyse s'épaissit,
intervient une résorption par 1'intérieur du manchon. Elle est assurée
par les ostéoclastes qui détruisent le manchon par sa face interne.
L'équilibre entre ces deux processus permet un accroissement en lar-
geur harmonieux de la paroi diaphysaire et de la cavité médullaire.

Au cours de leur formation, certains os subissent parfols une
incurvation marquée. Dans ce cas, leur face convexe présente une appo-
sition osseuse périostée treés importante afin d'établir cette incurva-
tion; dans le méme temps, leur face concave peut voir le manchon pé-
riosté totalement résorbé. La corticale est alors représentée par un
tissu osseux endochondral formé par des fragments de substance carti-
lagineuse calcifiée et acellulaire recouverte par du tissu osseux pri=
maire cellulaire (Planche I, Figures 5, 6 et 8).

Plus tard, le tissu osseux primaire est remplacé, grace & des
mécanismes de remodelage, par du tissu osseux secondaire lamellaire.

Au niveau diaphysaire, des bourgeons conjonctivo-vasculaires associés



a des ostéoclastes pénetrent dans le fOt diaphysaire d'abord perpendi-
culairement, puis parallélement au grand axe de la piéce squelettique.
Ils creusent des cdnes de résorption dont les parois servent de
travées directrices a l'apposition ostéoblastique qui s'effectue par
strates lamellaires successives. L'ostéone en cours de formation lais-
sera une lumiére centrale, le canal de Havers.

De nombreuses générations successives vont se succéder dans le
tissu périostique et dans le tissu haversien. Ce n'est que lorsque le
fiit diaphysaire aura atteint son épaisseur définitive gque des lamelles
osseuses recouvriront ses surfaces interne et externe, constituant les
systémes fondamentaux interne et externe. La diaphyse et la métaphyse
resteront engainées sur leur versant externe par le périocste dont
l1'activité se réduira alors; sur leur versant interne se situera l'en-
doste.

L'os diaphysaire de 1'enfant se réveéle ainsi complexe dans sa
texture et dans son architecture : il peut étre constitué dans des
proportions variables selon la période et la piéce sguelettique consi-
dérées par dAu tissu osseux primaire d'origine périostée ou d'origine
endochondrale, ou encore par du tissu osseux secondaire lamellaire
(Planche I, Figure 7).

11 apparait donc plus poreux, plus hydraté et moins minéralisé
gque 1'os adulte, ce qui explique sa moindre résistance mécanigue; sa
rupture se fait en plusieurs temps, et non brutalement comme 1l'os age,
sa phase de plasticité étant plus longue (TANGUY et coll., 1990).

Ces notions expliquent :

- la fréquence des fractures-tassements en motte de beurre
par compression,

- les incurvations traumatigques osseuses sans fracture ra-
diologique, mais avec fracture microscopique,

- les fractures unicorticales dans lesquelles le traumatisme
s'est épuisé avec la premiére fracture,

- les fractures irréguliéres en bois vert par fracture d'une
corticale, puis de 1'autre corticale.

Enfin 1'importance et la résistance de la gaine périostique
permettent d'expliquer les fractures diaphysaires spiroides non dépla-

cées de petits enfants au cours des traumatismes en torsion et lors



des lésions obstétricales.

II- EVEREMENTS TISSULATRES INTERVENANT AU COURS DE LA FRACTURE ET DE
SA CORSOLIDATIOR

A/ Introduction

Dans la fracture diaphysaire simple, un seul os est cassé en
deux parties, chacune d'entre elles portant le nom de fragments. Cette
fracture est un accident inopiné qui vient perturber un tissu vivant,
structuré, vascularisé, en pleine formation chez 1'enfant et 1'adoles-
cent, et en perpétuel remaniement chez 1'adulte.

De plus, dans cette fracture simple, les tissus environnants
(et en particulier le périoste) sont déchirés et les fragments dépla-
cés, en sorte que les extrémités ne se trouvent pas en opposition par-
faite. I1 est alors nécessaire de réduire cette fracture; pour ce
faire, les fragments sont écartés, généralement par manipulation, de
telle maniére que les extrémités fracturées soient en opposition et
que 1'axe osseux soit restauré. En effet, les extrémités en regard
sont nettes et peuvent théoriquement se réadapter l'une a 1'autre.
L'os est alors immobilisé, généralement par contention platrée.

La consolidation de la fracture fait alors appel a deux impéra-
tifs apparemment contradictoires :

- la stabilisation suffisante pour permettre la mise en pla-
ce d'un cal provisoire et éviter 1'apparition d'une pseudoarthrose;

-~ la remise en charge précoce qui laisse subsister au niveau
du foyer de fractures des micro-mouvements favorables a la cicatrisa-
tion des fractures et au remodelage du cal provisoire (SWEENEY et
coll., 1985).

En effet, une perte osseuse se produit Ilocalement lorsgu'un
membre est immobilisé. Elle s'accompaghe d'une hyperrésorption consi-
dérable qui se fait anarchiquement et non plus suivant 1'organisation
normale du remodelage osseux. Cette perte osseuse se répare dans les
mois ou les années quil suivent la mobilisation du membre, non seule-
ment chez l'enfant (NILSSON, 1966; FINSEN, 1988), mais aussi chez 1'a-
dulte. La reprise de la mobilité est suivie de la réparation des 1é-

sions osseuses et du retour a la normale de la masse osseuse en quel-



gues semaines.

Dans de telles conditions, 1'os peut se réparer lui-méme par la
synthése de son type originel, a savoir un tissu osseux fibreux imma-
ture non lamellaire, caractérisé par la disposition anarchique des fi-
bres collagénes de son armature protéique. C'est 1'os tissé, ou woven
bone des auteurs anglo-saxons, ou encore tissu osseux primaire; cette
derniére dénomination indique qu'il est toujours le premier formé et
son caractére transitoire (SELA et BAB, 1985).

La mise en place de ce tissu se fait selon les deux modes
originels observés au cours des périodes pré- et post-natales, a sa-
voir selon 1l'ossification endoconjonctive directe ou selon l'ossifica-
tion endochondrale (en utilisant un tissu cartilagineux transitoire).
I1 s'agit donc d'un retour aux premiers stades de l'histogenése osseu-
se, et 1'étude de la consolidation des fractures nécessite ainsi un
rappel de cette histogenése.

Cette réparation différe largement de celles de la peau ou
d'autres tissus conjonctifs (comme le cartilage) ou la formation d'une
cicatrice fibreuse est un résultat satisfaisant. Au contraire, au
niveau osseux, la réparation par un tissu fibreux ou cartilagineux
signe un échec biologigue et clinique.

La synthése du tissu originel implique des processus d'induc-
tion et de différenciation cellulaires, et pose le probléme de la na-
ture des cellules et des stimuli inducteurs quil permettent la for-
mation d'un tel tissu. La réparation d'une fracture peut donc &tre
considérée comme un exemple d'induction osseuse; elle est d'autant
plus facile et plus rapide chez l'enfant, le développement des o5 he
sera achevé que tardivement. Cette édification étant en cours pourra
d'ailleurs permettre des corrections d'imperfections telles que les
cals vicieux.

La consolidation osseuse peut donc étre analysée a plusieurs
niveaux.

B/ Effets directs

Le traumatisme en lui-méme cause des dégats directs : 11 casse
le fOt osseux diaphysaire et déchire les tissus mous associés a cet os
{moelle osseuse a 1'intérieur, périoste et muscles a l'extérieur). Les

vaisseaux gui traversent la ligne de fracture et ceux des tissus mous



adjacents sont déchirés. Plus il y a de déplacement, et plus les vais-
seaux lésés saignent dans et autour de la zone de fracture. L'impor-
tance du déplacement, 1'attrition du périoste et des parties molles
vont fixer pour une bonne part 1'avenir de la consolidation qui dépen-
dra d'une bonne revascularisation, préalable a toute reconstruction
osseuse. Par ailleurs, la méthode thérapeutique choisie va condition-
ner grandement le processus de repousse vasculaire (MAURER et coll.,
1965).
C/ Effets indirects

1) L'hématome fracturaire (Planche III, Figure 17)

Le saignement de 1'os, du périoste et des parties molles voit
le sang coaguler et former un caillot (RABBAN et HAAS, 1969) dont le
role dans la constitution du cal reste discuté.

Sa consistance semblable a celle d'une gelée le rend perméable
a la pénétration centripéte des bourgeons de repousse vasculaire et a
celle des cellules ostéoformatrices. Il jouerait un rdle passif, et
des expériences de marquage cellulaire ont montré qu'il n'est pas,
lors de la consolidation, le 1ieﬁ d’une activité cellulaire particu-
liére (TONNA et CRONKITE, 1961; KERNEK et WRAY, 1973). Il est 4'ail-
leurs & remarquer que la consolidation chez les hémophiles s'effectue
normalement (KEMP et MATTHEWS, 1968).

L'hématome est plus ou moins contenu par les masses musculaires
gu'il peut infiltrer.

2) La nécrose osseuse

Lorsque les extrémités des vaisseaux déchirés sont obstruées
par les mécanismes hémostatiques, la circulation est arrétée dans tous
les vaisseaux qui possédent des anastomoses avec ceux encore en fonc-
tionnement. Comme les vaisseaux endhaversiens ont un trajet longitudi-
nal dans la corticale, ils sont tous déchirés dans la zone du trait de
fracture, et la circulation est arrétée a distance, jusqu'aux régions
ou ils s'anastomosent avec d'autres vaisseaux endhaversiens. Ces anas-
tomoses ne sont pas nombreuses, aussi la circulation est-elle arrétée
sur une certaine distance de part et d'autre du trait de fracture.

L'arrét de la circulation se traduit par la mort des ostéocytes
des systemes haversiens de chague coté du trait de fracture. L'analyse

histologigue montre la vacuité de leurs logettes, les ostéoplastes; en



effet, les ostéocytes subissent une nécrose. Ce processus nécessite
plusieurs jours, et les ostéocytes pycnotiques paraissent toujours oc-
cuper leurs logettes. Plus tard, cette nécrose osseuse devient évi-
dente par l'aspect éburné des extrémités osseuses.

Elle peut &tre minime dans les fractures ou les fragments sont
peu ou pas déplacés : elle ne s'étend que sur environ 5 mm dans chaque
fragment. Elle peut &tre considérable si le foyer est largement dépla-
cé, s'il existe une attrition des parties molles, si des fragments in-
termédiaires sont totalement déconnectés de leurs attaches musculo-pé-
riostées. Le traumatisme chirurgical peut encore l'accrolitre notable-
ment .

3) La phase inflammatoire

Immédiatement aprés la fracture, il se produit au sein des par-
ties molles une vasodilatation avec exsudation de plasma et de lympho-
cytes. Il est a noter que cette réaction s'étend a distance du foyer
de fracture et méme au membre opposé, ce gui suggére l'existence d'une
ou de plusieurs substances libérées par la fracture et s'étendant dans
la circulation générale.

Le nettoyage des débris tissulaires est entrepris par des cel-
lules polymorphes, les histiocytes. Cette activité est maximale a la
24éme heure, puis diminue et reste confinée & la zone fracturaire. La,
des ostéoclastes résorbent des fragments de matrice morte et éventuel-
lement 1'os nécrotique des extrémités osseuses. Cette derniére activi-
té est modérée, mais cependant suffisante pour se manifester radiolo-
giguement par l'augmentation de 1'écart interfragmentaire plusieurs
jours aprés la fracture. Des mastocytes sont également présents dans
le granulome inflammatoire. Il a été suggéré que leur matériel vaso-
actif et 1'héparine qu'ils sécrétent puissent modifier la cytodiffé-
renciation et le remodelage osseux (CAVE et coll., 1974).

D/ La consolidation

Une fracture est réparée par la croissance d'un nouveau tissu
qui se développe autour et entre les extrémités des fragments. Ce nou-
veau tissu, qui a plus ou moins longue échéance forme un pont entre
les fragments qu'il unit est appelé le cal. Ce cal se développe et,
comme toute autre structure osseuse, il est d'abord modelé, puis remo-

delé au cours de sa croissance. Il se décompose



* dans 1l'espace

- en cal périphérique (ou périosté) qui se forme autour des
extrémités opposées des fragments osseux ;

- et en cal interne {(ou endosté) qui se forme entre les ex-
trémités osseuses et dans la cavité médullaire.

* et dans le temps :

- en cal provisoire qui va aboutir en guelques semaines a la
consolidation clinique. Ce cal réalise 1'immobilisation du
foyer de fracture, préalable indispensable a 1'étape sui-
vante;

- et en remodelage de ce cal : le tissu osseux primaire, plé-
xiforme, est remplacé par le tissu osseux secondaire, la-
mellaire, plus résistant. Cette phase vise & redonner a
1'os sa structure et ses propriétés physiques initiales.

1) La formation du cal provisoire
a) Les cellules responsables de la néo-ostéogénése

L'origine de toutes les cellules d'un organisme est un
sujet de recherche fertile. L'étude des mécanismes gui aboutissent au
développement des différents types de cellules, des tissus et des or-
ganes a partir d'une seule cellule représente 1l'un des territoires les
plus actifs de la recherche actuelle. Pour n'importe quel type de tis-
su, que ce soit chez l'embryon ou dans 1'organisme adulte (post foe-
tal), le probléme dans sa formulation la plus simple est le suivant :
guelle est la nature des cellules et des stimuli inducteurs qui permet
la formation de ce tissu ? Au cours de 1l'ostéogenese chez le foetus,
il s'agit effectivement d'un phénoméne d'induction, bien que ce terme
soit utilisé également lors de situations similaires dans 1'organisme
adulte. En fait, il existe vraisemblablement plusieurs types 4'induc-
tions qui interviennent dans toutes les étapes de différenciation tout
au long de la vie d'un organisme; le microenvironnement cellulaire,
les relations cellule-cellule et cellule-substrat sont probablement
tous importants dans les processus d'induction et de différenciation

en général.
De nombreuses incertitudes persistent sur 1l'origine des
cellules ostéoformatrices et les stimuli qui les mettent en oeuvre. Il

s'agit d'un champ d'investigation étendu qui dépasse le probléme de la



consolidation des fractures puisqu'il concerne la biologie des greffes
et celles des ossifications hétérotypiques (OWEN, 1970 et 1978; MARKS
et POPOFF, 1988).

D'une maniére schématique, les modalités sont les suivantes:

- soit les cellules mésenchymateuses deviennent ostéofor-
matrices sous 1'influence de stimuli appropriés (URIST, 1976). L'orga-
nisme posséde des possibilités ostéoformatrices qui dépassent la sim-
ple réparation des fractures puisqu'il existe des ossifications hété-
rotopiques (myosite ossifiante, pelvi-spondylite rhumatismale...etc)
{(NOGAMI et OOHIRA, 1984). Ceci implique que des cellules extra-
squelettiques puissent subir une différenciation ostéoblastique sous
1'influence de stimuli inducteurs appropriés. Ce rdle serait joué par
une protéine présente dans la matrice osseuse (B.M.P. ou bone morpho-
genetic protein).

- soit les cellules ostéoformatrices sont préprogrammées.
I1 n'y aurait pas d'induction, mais une simple activation cellulaire.
Le stimulus activateur reste a identifier; 11 pourrait étre bioélec-
trigque (TORNBERG et BASSET, 1973).

Ces deux hypothéses ne s'excluent nullement; deux types de
précurseurs pourraient &tre distingués (FRIEDENSTEIN, 1973)

- des cellules prédéterminées, intervenant dans la conso-
lidation des fractures, fabriqueraient du tissu osseux sans stimulus
inducteur hétérogénique. De telles cellules ont été isolées a partir
de la moelle osseuse.

- des cellules inductibles, responsables des ossifica-
tions hétérogéniques, siégent dans la rate, le thymus, le tissu san-
guin. Elles formeraient du tissu osseux sous 1'influence d'un stimulus
inducteur présent dans 1'épithélium urinaire transitionnel et la ma-
trice osseuse décalcifiée notamment.

b) Nature du cal provisoire

I1 est constitué de trois types de tissus : osseux, car-
tilagineux, fibreux.

Le tissu osseux primaire : c'est 1l'os immature ou woven
bone des auteurs anglo-saxons. Sa structure peut étre comparée a celle

du feutre {CHARNLEY, 1974) : "les fibres collagénes sont disposées en
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filets irréguliers ou les ostéocytes paraissent disposés au hasard.”
Il différe donc du tissu osseux lamellaire sur deux points :

- sa structure anarchique, qui contraste avec 1l'orienta-
tion réguliere de 1'os lamellaire;

- sa formation directe sur des travées de collagéne alors
que l'os lamellaire a besoin d'une trame d'os immature pour se mettre
en place.

Comme nous l'avons vu, il se décompose en cal périphérique
ou périosté et cal interne ou endosté.
c) Le cal périphérique

I1 se forme deux colliers de cal cellulaire autour de
chacune des extrémités osseuses (HAM, 1971). Ces deux colliers ont a
la coupe une forme triangulaire dont la base est tournée vers le trait
de fracture. Ils tendent a progresser 1l'un vers l'autre. Dans des con-
ditions mécanigques adéquates, ils se soudent, jetant ainsi un pont en-
tre les deux fragments osseux. A partir de ce pont, des travées d'os
immature péneétrent 1'hématome fracturaire de la périphérie vers le
centre et s'insinuent dans 1'écart interfragmentaire qu'elles com-
blent.

* Les fibres de Sharpey comme travées directrices

Les fibres de la couche externe du périoste sont @é-
chirédes lors de la fracture. A une certaine distance du trait de frac-
ture ne subsistent que les fibres orientées en direction opposée a
cette fracture. Les ostéoblastes nouvellement différenciés les utili-
sent comme travées directrices a 1'édification de tissu osseux pri-
maire. Ces travées osseuses @débutent au contact de la corticale et
semblent fuir le trait de fracture.

Par la suite, les ostéoblastes réalisent des ponts anas-
tomotiques entre ces travées initiales, et leur direction initiale
n'apparait plus.

Développé d'abord a distance du trait de fracture, ce ré-
seau osseux spongieux tend ensuite a se rapprocher du tissu cartilagi-
neux proximal qui subit 1l’'ossification endochondral; il s'anastomose
avec les travées qui en résultent et forme la partie interne du col-
lier de Ham.,

* L'anneau osseux externe (Planche IV, Figures 28, 29 et



30).

Les fibres de collagéne appartiennent a la couche ex-
terne du périoste dans le cas ou il n'a pas été dilacéré par la frac-
ture et/ou aux tissus conjonctifs environnants {tendons, ligaments,
épimysium des muscles voisins). Elles vont subir un processus compara-
ble a une calcification ectopigue.

Ces fibres conjonctives ont été écartées du foyer de
fracture par l'hématome et par la prolifération des cellules ostéogé-
nigues.

Ces derniéres les utilisent également comme travées
directrices a l'ossification. La formation de tissu osseux primaire
débute a distance de la zone de fracture et tend a l'englober, en réa-
lisant par ailleurs des anastomoses avec les fibres de Sharpey déja
minéralisées.

La Jjonction est normalement réalisée en entourant le
tissu cartilagineux en voie d'expansion, comme nous allons le voir
dans le paragraphe suivant. Dans cette région, le cartilage ne subit
pas l'ossification endochondrale, 1l y a simple juxtaposition d'une
couche continue de tissu osseux primaire et de tissu cartilagineux.

Si le foyer de fracture est insuffisamment stabilisé,
le cartilage poursuit son expansion, et les couches continues de tissu
osseux primaire issues des deux corticales ne peuvent réaliser leur
jonction.

Ce processus se réveéle analogue a celui réalisé par la
virole osseuse périchondrale au cours de l'ossification d'une maquette
cartilagineuse (JUSTER et BALMAIN-OLIGO, 1971). En effet, 1'expansion
du cartilage est orientée selon une direction déterminée par cette vi-
role osseuse gui s'oppose a 1'expansion transversale du cartilage, ne
laissant libre que la direction axiale (PAUWELS, 1979; RODRIGUEZ et
coll., 1985; DELGADO et coll., 1987). Dans les deux cas, le manchon
osseux réalise une véritable contention du cartilage.

En tout état de cause, l'anneau externe de tissu os-
seux primalre continue a s'épaissir par son versant interne.

* La spongialisation des corticales (Planche V, Figures
39 et 40).

Les corticales se creusent, par endroits, de galeries



longitudinales réalisant une véritable raréfaction de la structure.
Processus rarement décrit, il débute a la formation du cal externe et
participe au remaniement général des extrémités fracturées. Il appa-
ralt primitivement a distance du trait de fracture, avec la mise en
place de cdnes de forage ostéoclastique au sein de la corticale, dans
la région extréme de formation du cal externe. En effet, ce dernier
prend & son compte les contraintes mécaniques, et toutes les zones qui
n'y sont plus soumises subissent ce phénoméne de résorption modelante.

La spongialisation se manifeste par une augmentation
trés marquée de la porosité corticale, analogue a celle observée au
cours d'ostéoporose d'immobilisation (ou de 1l'espace). La résorption
ostéoclastique n'est pas compensée par une apposition ostéoblastique.

Ce mécanisme pourrait expliquer en partie la fragili-
sation osseuse observée a distance du trait de fracture lors de l'a-
blation de plaques d'ostéosynthése, ces derniéres déviant a leur pro-
fit les contraintes mécaniques et accroissant d'autant cette spongia-
lisation.

Cette disparition de 1'aspect compact des corticales
est accentuée par la résorption frontale des extrémités fracturées
s'il y a opposition imparfaite.

* Le cal cartilagineux (Planche IV, Figures 31 et 32;
Planche V, Figures 33 a 35).
- Formation
Les cellules de la couche ostéogéne d'0Ollier (cou-
che profonde du périoste) se multiplient activement. Dans la zone ou
le périoste a été rompu, et en particulier ses vaisseaux, les cellu-
les vont se différencier en milieu hypoxique et prendre un phénotype
de chondroblastes ; elles élaborent des fibres de collagéne de type II
et 1'imprégnent de glycosaminoglycanes (4- et 6- chondroitine sulfate
et kératane-sulfate). Il se forme alors de chague cdté du trait de
fracture un anneau de cartilage qui s'appuie latéralement sur le tissu
osseux primaire en cours de formation et intérieurement sur 1l'hématome
fracturaire.
Cette différenciation cellulaire n'est pas étonnan-
te : les cellules qui couvrent les surfaces osseuses et proliférent

sont les descendantes directes des cellules du périchondre des maquet-



tes embryonnaires des futurs os longs (PAUWELS,1979).

Le tissu cartilagineux croit rapidement; les capil-
laires paraissent incapables de le suivre, de telle sorte que les ré-
gions proximales deviennent avasculaires et cartilagineuses. D'autre
part, la nature méme du tissu cartilagineux favorise sa propre ex-
pansion : sa matrice extra-cellulaire est relativement peu perméable,
et géne d'autant une bonne diffusion des substances stimulatrices de
la réparation osseuse et de la différenciation ostéoblastique.

L'hématome qui séparait les deux anneaux de carti-
lage commence a se réduire; le cartilage en pleine expansion le com-
prime et le refoule. Les deux anneaux fusionnent et enserrent le foyer
de fracture. Coincé entre les corticales en opposition et le cal os-
seux externe latéral, le développement cartilagineux va se faire vers
1'extérieur. Le cartilage prendra a la coupe une forme en V dont 1la
pointe sera proche du trait de fracture et dont la base sera externe.

L'anneau osseux périphérique contourne le cartila-
ge. Dans cette région, il y a simple juxtaposition des deux tissus
osseux, primaire et cartilagineux, et aucune ossification endochon-
drale.

- Le sort (devenir) du cartilage (Planche VI, Figures
41 et 42)

Le cartilage qui se développe dans un cal n'a géné-
ralement gu'une existence temporaire; comme dans les os en croissance,
il est normalement remplacé par du tissu osseux primaire. Les cellules
cartilagineuses proches de ce tissu osseux nouvellement formé s'hyper-
trophient et leur substance intercellulaire subit la caicification, ce
gui provogue leur nécrose. La région ou ce processus s'effectue a la
forme d'un V dont la pointe est orientée vers le trait de fracture. Au
fur et a mesure de la progression de 1'ossification, 1'angle du V de-
vient plus aigu. Finalement, l'ensemble du cartilage est remplacé par
du tissu osseux d'architecture spongieuse dont les travées conservent
encore longtemps des plages de substance cartilagineuse calcifiée.

* Le tissu fibreux
I1 se forme dans des conditions de nutrition encore
plus précaires; s'il est prédominant, la pseudoarthrose est inélucta-

ble.



* En définitive

Lezs colliers de Ham sont formés d'os primaire. Dans
les régions ou ces deux colliers tendent & se rejoindre, le cal est
mixte. "L'extension des deux colliers osseux l'un vers 1'autre est
précédée d'un tissu a cellules fusiformes dans lequel les espaces in-
tercellulaires deviennent oedémateux et dans lequel des zones de subs-
tances inter-cellulaires amorphes semblent se condenser pour devenir a
certains endroits des 1lots de cartilage hyalin, en d'autres 1'os im-
mature du cal." (CHARNLEY, 1974).

Dans des conditions mécaniques adéguates, des ponts
osseux sont jetés et le cartilage subit 1'ossification. Les trabécules
d'os immature progressent vers les extrémités osseuses (jusgue-la com-
plétement nues au sein de 1'hématome), et s'insinuent dans l'écart in-
terfragmentaire, perpendiculairement au grand axe de l1'os. Le terrain
est dés lors prét pour la phase de remodelage, pour le passage des cO-
nes de forage ostéoclastique.

Lorsque 1'immobilisation est insuffisante, les deux
colliers ne réussissent pas a établir leur pont. Du cartilage recouvre
les extrémités fracturaires et ne subit pas 1'ossification. Il se pro-
duit une pseudoarthrose cartilagineuse dont 1'aspect radiologique
classique est celui de la "patte d'éléphant™. Cet état est cependant
réversible si une immobilisation adéquate est mise en oeuvre, sinon
apparalt une véritable néo-articulation enclose dans une membrane sy-
noviale. Cet aspect est a distinguer de la pseudoarthrose avasculaire
purement fibreuse, dite atrophique, qui réclame impérativement d'au-
tres moyens thérapeutiques qu'une immobilisation stricte.

d) Le cal interne ou endosté (Planche V, Figures 36 a 38)
* Origine

Son origine est discutée. L'endoste est pour certains
une membrane unicellulaire comparable & la couche profonde du périos-
te, bien qu'elle soit beaucoup plus mince. Beaucoup d'arguments inci-
tent a penser qu'il n'est que la couche périphérique du stroma médul-
laire.

* Importance
Si le volume du cal endosté est important chez les pe-

tits animaux de laboratoire, chez 1'homme, il est souvent modeste et



d'utilité discutée (RHINELANDER, 1974) :

- Pour les uns, ce cal est tout a fait accessoire
et d'installation tardive, si bien que lorsgu'il est seul en jeu, les
délais de consolidation de la fracture sont toujours trés longs.

- Pour d'autres, il est précoce et fondamental : le
cal périosté en pont n'est qu'un support externe ancillaire qui passe
par un stade fibro-cartilagineux aléatoire.

* Formation
Dans la période oU le cal externe forme une masse fu-
siforme d'os spongieux, le cal interne s'est également développé. I1
présente deux régions en continuité.

- La premieére s'est formée par l'activité des cel-
lules ostéogéniques de 1'endoste qui tapisse la surface interne de la
corticale & proximité immédiate du trait de fracture. Ces cellules ont
proliféré et subi une différenciation uniguement ostéoblastique. La
formation d'un réseau spongieux d'os primaire s'est donc faite selon
le mode de l'ossification endoconjonctive : les ostéoblastes utilisent
primitivement la corticale comme support a 1'édification d'une trame
fibreuse collagénique; celle-ci subit une expansion plus ou moins mar-
quée dans la cavité médullaire.En tout état de cause, la trame fi-
breuse subit la minéralisation qui se poursuit de proche en proche.
Normalement, les cals endostés des deux extrémités fracturées fi-
nissent par s'anastomoser.

- La seconde correspond au pont osseux formé direc-
tement entre les deux extrémités osseuses. Ce pont provient de l'acti-
vité des cellules ostéogéniques des surfaces osseuses périostique et
endostéale qui ont progressé dans 1'espace fracturaire. Il est recons-
titué par un réseau trabéculaire d'os spongieux.

* Echec du cal interne
En cas de déplacement imparfaitement réduit, ce méca-
nisme d'union peut &tre largement différent : les extrémités fractu-
raires dirigées vers la cavité médullaire ne servent pas de support a
1'ossification endomembranaire; au contraire, elles subissent une lar-
ge résorption ostéoclastique. Par contre, les extrémités les plus ex-
ternes participent a 1'élaboration du cal externe : des travées d'os

primaire partent de ces extrémités et les relient aux surfaces exter-



nes des corticales opposées.
*.Comparaison cal interne-cal externe
Le cal interne n'a jamals chez 1'homme 1'activité éxu-
bérante et précoce du cal périphérique auquel il s'oppose sur plu-
sieurs points :

- la formation du cal périphérique est en partie
stimulée par un certain degré de mobilité du foyer de fracture. Au
contraire, le cal interne a besoin de stabilité, ce qui lui évite de
passer par un stade endochondral,

- le cal périphérique s'installe plus précocement
gue le cal interne, mais sa formation semble étre un processus épuisa-
ble, 1limité dans le temps : si le cal périosté n'arrive pas a jeter
ses ponts, il se produit une involution. Au contraire, le cal interne
plus tardif peut continuer & se déposer pendant une période plus lon-
gue (MAC KIBBIN, 1978).

* Role du cal interne
Le cal endosté est utile dans plusieurs circonstances:

- Lorsque le cal périphérique a échoué, 1'immobili-
sation stricte du foyer par une ostéosynthése permet au cal de pour-
suivre le processus de consolidation.

- Lorsqu'une ostéosynthése rigide d'emblée a empé-
ché la constitution d'un cal périphérique, le cal interne est le seul
moyen qui permette le comblement d'une perte de substance ou d'un é-
cart interfragmentaire par le tissu osseux primaire indispensable au
remodelage ultérieur.

- Le cal interne est enfin le moyen privilégié qui
permet la réparation d'une perte de substance sans foyer de fracture.
L'exemple en est un trou de méche.

* Sort du cal interne
Aprés trois mois, les derniéres traces de 1'hématome
ont disparu. Le bouchon endomédullaire s'est aussi réduit et la conti-
nuité de la moelle est rétablie. Les restes des fragments diaphysaires
qui ne se trouvent pas dans le nouvel alignement, finissent par &tre
résorbés tandis que s'étoffent et se corticalisent 1les nouvelles
travées par lesquelles passent les lignes de force de la diaphyse ré-

parée. Enfin, la masse exubérante du fuseau osseux de réparation subit



progressivement 1l'action des ostéoclastes qui éliminent toute structu-
re périphérigue non portante. Toutefois, un cal légérement débordant

peut persister longtemps avant un remodelage définitif.

2) Le remodelage du cal

Deux conditions préalables sont indispensables : le foyer de
fracture doit étre strictement immobilisé, et il ne doit exister aucun
écart interfragmentaire non comblé par du tissu osseux primaire.

Le remodelage du cal est un processus couplé de résorption-
apposition : les ostéoclastes érodent le tissu osseux primaire, en-
suite les ostéoblastes vont déposer du tissu osseux secondaire lamel-
laire, orienté selon les contraintes mécaniques (loi de Wolff). L'os
immature et les fragments corticaux nécrotiques sont détruits et non
remplacés s'ils ne participent pas a 1'architectufe définitive de
l'os. S'ils sont intégrés dans le cal et subissent les contraintes mé-
canigues physiologiques, ils sont revascularisés.

Théoriquement, selon les lois de Wolff, ces remaniements de-
vraient aboutir a une correction des cals vicieux. En réalité, ceci
n'est vrai, et seulement en partie, que chez 1'enfant (Planche VI,
Figure 48). Chez 1l'adulte, ce remodelage ne peut qgue renforcer les
corticales concaves en pression et affiner les corticales convexes en
traction (TSCHANTZ et RUTISHAUSER, 1967).

En dernier lieu, 1l convient de vremarguer gqu'il s'agit du
processus normal et permanent de renouvellement de 1'os sain. Il est
extrémement lent et n'atteint son but qu'au bout de plusieurs mois,
voire plusieurs années. Sa qualité est sous la dépendance du réta-

blissement des contraintes physiologiques de 1l'os.



TIT- ETUDE EXPERIMENTALE PERSOKNELLE

Afin d'illustrer ces données principalement bibliographiques et
d'amener la comparaison avec le chapitre suivant traitant de 1l'allon-
gement osseux en distraction, une large part a été donnée a 1'expéri-
mentation animale. Celle-ci fait appel & l'observation histologigue de
piéces osseuses non décalcifiées prélevées au niveau de la zone de
consolidation de fractures diaphysaires et traitées par simple conten-
tion platrée.

A/ Matériel et méthodes

L'animal choisi est le lapin adulte, pesant entre 2,750 et
3,500 kg.

Les fractures de jambe ont été réalisées par manipulation ex-
terne, sans aucun abord chirurgical.

Le traitement orthopédique comprenait une immobilisation du
segment de membre fracturé par contention platrée.

Les difficultés techniques nous ont donné 1'opportunité d'obte-
nir des lots de fractures simples et des lots de fractures comminuti-
ves.

Des contrdles radiologiques furent réalisés. Notons qu'aucun
sepsis ne fut observé.

B/ Résultats

1) Lapin 322 - 3 semaines

Les deux extrémités fracturées ne sont pasven opposition
parfaite.

Le cal externe est volumineux ; il s'appuie loin a distance
du trait de fracture. Son origine est endomembranaire, a part gquelgues
Ilots cartilagineux qui subissent 1'ossification endochondrale.

Les corticales ne subissent pas de spongialisation marquée.

Le cal interne, endomembranaire, est discret.

2) Lapin 328 - 3 semaines

Bon cal gqui peut servir de description type.
Le cal externe est unitif, i1 s'appuie sur les versants
externes des corticales et englobe quelques 1lots cartilagineux en

forme de coin.



Les corticales subissent une spongialisation modérée.

I1 existe un troisiéme fragment qui se trouve inclus dans un
cal interne de dimension plus restreinte, mais occupant toute la cavi-
té médullaire.

3) Lapin 332 - 3 semaines

Les deux corticales sont séparées par un espace interfrag-
mentaire important, elles ne sont pas en opposition. Cependant, la
stabilité était correcte et a permis le développement d'un volumineux
cal unitif.

Le cal externe est important, endoconjonctif principalement.
Il n'existe plus d'ilots cartilagineux,.mais quelgues travées de tissu
osseux primaire présentent en leur sein quelques plages de matrice
cartilagineuse calcifiée acellulaire.

Les corticales subissent une spongialisation modérée.

Le cal interne est volumineux dans l'espace interfragmentai-
re; il associe les corticales fracturées et les deux versants du cal
externe.

4) Lapin 316 - 4 semaines

La fracture n'a pas été réduite et présente un troisiéme
fragment dans un large espace interfragmentaire.

Le cal externe est cependant unitif, endomembranaire sauf
sur un versant ou se produit une importante masse cartilagineuse su-
jette & l'expansion.

Les corticales sont poreuses.

Le cal interne est bien représenté et s'appuie sur les ex-
trémités fracturées ainsi que sur le troisiéme fragment.

5) Lapin 333 - 4 semaines

La piéce squelettique est largement disjointe; les extrémi-
tés présentent une augulation importante.

Un cal vicieux est en cours de formation.

Sa face convexe présente un cal externe modéré, totalement
endoconjonctif alors que sa face concave montre des plages de fibrose,
des 1lots cartilagineux volumineux et un réseau osseux primaire qui

paralt tendre a englober l'ensemble.
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6) Lapin 282 - 6 semaines

Les extrémités fracturées ne sont pas en opposition et les
deux fragments présentent une augulation a 90°.

Le cal externe est trés modeste, principalement fibro-carti-
lagineux.

En comparaison, le cal interne est développé, mais n'est pas
pour autant unitif.

7) Lapin 295 - 6 semaines

La encore, une bonne consclidation qui peut servir de des-
cription type.

Le cal externe est essentiellement représenté par son anneau
osseux externe. Les travées s'appuyant sur les fibres de Sharpey ont
pratiguement toutes disparu. On note la présence de quelgues plages de
cartilage calcifié internes & ces rares travées. V

Les corticales sont réunies par des trabécules d'os primai-
re.

Le cal interne est pratiquement inexistant.

I1 existe un troisiéme fragment qui est attaché a la face
externe d’une corticale.

8) Lapin 309 - 6 semaines

Les deux fragments présentent une augulation de 135° et sont
cependant réunis par un cal externe dont l'anneau osseux périphérique
est complet.

Le tissu cartilagineux ne subsiste que par quelques zones
intratrabéculaires de matrice calcifiée.

11 n'existe a 1'évidence aucun cal interne.

9) Lapin 432 - 5 mois et demi

Fin de consolidation type.

Les fragments sont réunis & distance par 1'anneau périphé-
rigue externe qui s'est épaissi et forme la nouvelle corticale. Les
autres structures transitoires du cal externe et du cal interne, les
anciennes corticales situées dans la zone de fracture ont pratiquement
toutes été résorbées.

10) Lapin 434 - 5 mois et demi

Cal vicieux type.

Les deux fragments n'étaient pas en opposition, mais en su-



perposition. Cependant, la consolidation est réalisée grace aux an-
neaux osseux péripheriques. Il ne subsiste aucune autre trace des cals
externe ou interne. Les régions des corticales qui ne participent pas
a l'effort mécanique de la piéce squelettique ainsi reformée sont en
cours de résorption.

C/ Discussion

I1 est trés délicat d'obtenir de bonnes images de réparation de
fracture chez l'animal de laboratoire, en particulier chez le lapin.
Cependant, les fractures comminutives et la formation de cals vicieux
renseignent largement par leur exacerbation sur les mécanismes de la
consolidation normale, et prouvent, en paraphrasant Merle d'Aubigné,
que "1'os n'a qu'une tendance, celle de consolider malgré le chirur-
gien".

En reprenant les observations, nous constatons gque :

* A trois semaines, le cal externe est dense, représenté par
des petites travées d'os primaire néoformé sur des fibres qu'il utili-
se comme travées directrices. Ces travées présentent des orientations
privilégiées : & distance du foyer de fracture, elles semblent fuir ce
foyer, et deviennent perpendiculaires a 1'axe sguelettique en regard
du trait de fracture ou se produit une différenciation cartilagineuse
qui forme une étroite interface entre les extrémités corticales.

L'os cortical ne présente pas de résorption ostéoclastique in-
terne. Les extrémités osseuses paraissent ainsi indifférentes au pro-
cessus de réparation.

En revanche, la médullaire est le siége d'une intense vascula-
risation qui précéde la formation d'un cal interne s'appuyant sur les
faces internes des corticales.

Par opposition, les fractures comminutives présentent un cal
plus volumineux, inhomogéne et nuageux a la radiographie, signe d'un
large développement fibro-cartilagineux.

* A un mois.

La consolidation radiclogique des fractures simples est
assurée, tandis que les fractures comminutives sont englobées dans un
cal externe homogéne, unitif, donnant une apparente solidité du foyer
de fracture. Les corticales ne sont cependant pas encore soudées entre

elles.



La maturation du cal externe se poursuit, par l'intermédiaire
des travées dé tissu osseux primaire anastomosées et englobant parfois
des plages de matrice cartilagineuse calcifiée. L'activité ostéoblas-
tique est intense, alors que la résorption ostéoclastique reste limi-
tée.

* A six semaines, la périphérie du cal est nettement délimi-
tée par un anneau osseux continu qui circonscrit 1l'ensemble du foyer
de fracture. Au niveau de 1l'espace interfragmentaire, un pont osseux
s'est établi, formé de petites travées anastomosées qui joignent les
deux extrémités fracturées. Les autres structures des cals externe et
interne tendent a disparaltre.

* A 5 mois et demi.

Les foyers de fracture sont tous consolidés. Les phénoménes de
résorption ostéoclastique sont bien installés, ne laissant en place au
niveau du foyer de fracture que les nouvelles corticales constituées
par l'anneau osseux périphérique. Ce dernier n'est pas entierement re-

manié, mais sa solidité paralt excellente.

IV- CONCLUSIOR

La consolidation osseuse d'une fracture diaphysaire chez l1l'enfant
est un retour, un "raccourci" du processus nhaturel de 1'ostéogenése
dont le but est 1'édification et la croissance osseuses. Une ossifica-
tion primaire se fait soit au contact de fibres conjonctives, soit par
remplacement d'un tissu cartilagineux. La réunion des deux fragments
osseux est rapide grace & l'activité du cal externe. La stabilisation
du foyer de fracture et la réunion des extrémités corticales par 1'in-
termédiaire des travées osseuses anastomosées autorise ensuite la re-
prise du processus normal, c'est a dire du remplacement du tissu os-
seux primaire par du tissu osseux secondaire.

11 est évident que toute agression du foyer de fracture comme 1'é-
vacuation de 1'hématome, la destruction du périoste, ou de la vascu-
larisation périphérique ou médullaire, modifie considérablement le

schéma de cette réparation osseuse.
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Consolidation des fractures

Figure 17 : Fracture d'une corticale diaphysaire (x8)

Le traumatisme a rompu le fit diaphysaire; les extrémités ne
sont pas en opposition. Le saignement de 1'os, du périoste et des
parties molles aboutit a la formation d'un caillot..

Figure 18 : Débris osseux (x8)

Situés dans l'épaisseur du cal externe, les gros débris ne
sont pas initialement résorbés. Au contraire, ils servent de support a
1'élaboration du réseau trabéculaire dense. :

Figure 19 : Débris osseux (x8)
Proche et alignée sur une corticale, cette esquille lui est
réunie par des ponts de tissu osseux primaire endoconjonctif.

Figure 20 : Angulation des deux fragments (x8)

Les deux fragments sont proches 1l'un de l'autre, mais
présentent une angulation marquée. Leur union est réalisée cependant;
une extrémité fracturée jette des ponts en direction de la face externe
de 1'autre fragment.

Figure 21 : Extrémité fracturée (x8)

Lorsque les extrémités fracturées sont mal repositionnées,
elles ne participent pas toujours au processus 4'union.  Au contraire,
ici, elles subissent la résorption ostéoclastigue.

Figure 22 : Sort différent des extrémités . (x8)

L'extrémité orientée vers 1'extérieur participe a la
formation du cal externe. L'extrémité orientée vers l'intérieur subit la
résorption.

Figure 23 : Réduction correcte d'une fracture (x8)

Les extrémités sont en opposition et presque jointives. Les
deux fragments sont réunis par les cals interne et externe; il n'y a pas
de pont osseux interfragmentaire.

Figure 24 : Union des deux corticales (x8)

Lorsque les deux corticales sont correctement repositionnées
en opposition, leurs extrémités fracturées sont peu résorbées et sont
réunies par des travées osseuses néoformées.
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Consolidation des fractures

Figure 25 : Cals externe et interne (x8)
A distance du trait de fracture débute la formation du cal
externe (a gauche) et du cal interne (& droite).

Figure 26 : Cal externe (x8)

A distance du trait de fracture, l'ossification s'appuie sur
la face externe de la corticale et utilise les fibres de Sharpey comme
travées directrices. Les travées néoformées semblent fuir le trait de
fracture.

Figure 27 : Cal externe (x8)
Moins a distance, le cal osseux externe est plus volumineux,
mais la direction privilégiée des fibres de Sharpey n'est plus évidente.

Figure 28 : Mise en place de 1'anneau osseux externe (x8)

Les fibres conjonctives de la couche externe du périoste (a
droite) ont été écartées de la corticale par 1'hématome. Elles servent
de support a la mise en place d'un anneau osseux.

Figure 29 (lumiére polarisée) et 30 (méme champ) : Anneau osseux externe
(x8)

L'anneau osseux externe est maintenant continu. Il enserre
le cal osseux et s'épaissit par une apposition ostéoblastique sur son
versant interne. Ce processus aboutit a sa corticalisation.

Figure 31 et 32 (méme champ, lumiére polarisée) : Le cal cartilagineux

Au niveau du trait de fracture, mise en place d'un tissu
fibro-cartilagineux. Les fibres ont un direction perpendiculaire au
grand axe de la piéce squelettique. Latéralement, le tissu cartilagineux
subit déja 1'ossification endochondrale. A 1'extérieur (a droite), il
est limité par des fibres conjonctives du périoste et/ou des tissus mous
environnants.
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Consolidation des fractures
Cals externe et interne

Figure 33 : Le cal cartilagineux (x8)

Le tissu cartilagineux présente une tendance nette a
l'expansion. Limité latéralement par les fibres de Sharpey qui subissent
l'ossification, il se développe vers 1'extérieur.

Figure 34 : Le cal cartilagineux (x8)

Dans de bonnes conditions de stabilité, 1'anneau osseux
externe progresse également rapidement et encercle le tissu
cartilagineux dont il empéche 1'expansion.

Figure 35 : Sort du cal cartilagineux (x8)

Le cartilage est ici totalement cerné et en grande partie
résorbé. L'anneau osseuxX externe est continu. En  profondeur,
l'ossification endochondrale se poursuit, avec mise en place de
trabécules dont la partie centrale est constituée par des plages de
matrice cartilagineuse calcifiée.

Figure 36 : Le cal interne (x8)

Plus tardif que le cal externe, le cal. interne fait
uniquement appel a 1'ossification endoconjonctive. Les ostéoblastes
s'appuient sur le versant interne des corticales et élaborent des
trabécules d'épaisseur limitée. :

Figure 37 : Le cal interne (x8)

Lorsque la vascularisation médullaire est rétablie dans la
zone de fracture, le cal interne peut prendre une importance
considérable.

Figure 38 : Le cal interme (x8)

Les ostéoblastes peuvent éventuellement utiliser les fibres
conjonctives de l'adventice des gros vaisseaux comme travées
directrices.

Figure 39 et 40 (méme champ, lumiére polarisée) : Spongialisation des
corticales

Méme & distance du foyer de fracture, des ostéoclastes
forent des cdnes de vrésorption a 1l'intérieur de la corticale. Ce
mécanisme aboutit a une raréfaction marquée de sa masse.

A droite : cal externe.

A gauche : cal interne.
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Consolidation des fractures

Figure 41 : Sort du cartilage (détail) (x40)

La plus grande partie du cartilage est résorbée. Quelques
spicules acellulaires de cartilage calcifié servent de support aux
ostéoblastes.

Figure 42 : Sort du cartilage (détail) (x33)

Des valsseaux peuvent traverser le cartilage. Leur paroi
externe sert d'appui a une ossification endoconjonctive qui se juxtapose
au tissu cartilagineux. '

Figure 43 et 44 (méme champ, lumiére polarisée) : Nouvelle corticale
(x8)

L'anneau osseux externe (en haut) s'est considérablement
épaissi; 11 subit 1l'ossification secondaire avec mise en place de
lamelles dont 1'orientation générale est différente de celles de
1'ancienne corticale (au centre). Celle-ci est également remaniée comme
l'atteste la présence d'un ostéone en cours de formation.

Le cal interne (en bas) est réduit, il tend & disparaitre.

Figure 45 : Vue générale a 3 semaines (x1) .

Les extrémités sont correctement replacées en opposition. Le
cal externe débute a distance du trait de fracture. Au niveau de
celui-ci s'interpose du tissu cartilagineux. Le cal interne est plus
discret, mais est cependant unitif.

Figure 46 : Vue générale a 2 mois (x1)

L'anneau osseux externe s'est considérablement épaissi et
constitue la nouvelle corticale de la piece squelettique. Lesstructures
internes (anciennes corticales et cal interne) sont pratiquement toutes
résorbées.

Figure 47 : Vue générale d'un cal vicieux (x1)

Les corticales externes sont prolongées par 1l'anneau osseux
externe réalisant un pont unitif. Les corticales internes au cal sont en
voie de résorption.

Figure 48 : Radiographie du modelage d'un cal vicieux chez 1'enfant
A deux mois, le cal vicieux est bien visible, débordant. Le
modelage permet sa correction, obtenue en un an : les fragments

djaphysaires (gui ne se,trouvent pas dans le nouvel alignement sont
resorbes, tandis que s'etoffent les nouvelles travées par lesquelles

passent les lignes de force de la diaphyse réparée.
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AU COURS DE L'ALLONGEMENT PAR DISTRACTION



CHAPITRE I
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I- INTRODUCTION

A la suite de traumatismes, d'ostéopathies métaboliques ou endo-
criniennes, d'avitaminoses ou de dystrophies osseuses en général, peu-
vent apparaltre des inégalités de longueur des membres inférieurs et/
ou des déviations des axes squelettiques.

En raison de la charge corporelle, de telles altérations ne peu-
vent que s'affirmer, et seule une intervention orthopédique peut arré-
ter et corriger les graves déformations.

Les méthodes les plus fréquemment utilisées interrompent par os-
téotomie le segment squelettique difforme; la correction est ensuite
réalisée par soustraction ou addition de greffe osseuse et fixée par
ostéosynthése. interne (plagues, vis ou broches). Cette ostéosynthése
exige des corrections de grande précision et, de plus, les résultats
ne répondent pas souvent aux espérances. L'opération, 1l'immobilisation
et la décharge consécutive favorisent la perte accrue de masse osseuse
pouvant aboutir a des tassements corticaux et spongieux ruinant la
correction ou l'allongement. Par ailleurs, les risques de l'ostéosyn-
thése interne ne sont pas minimes : 1'infection consécutive a 1'o-
pération est évaluée a 1,52 % des cas. Bien plus, le démontage de
1l'appareillage nécessite une réintervention et favorise encore 1l'in-
fection.

La fixation externe vise a atteindre les mémes résultats avec des
risques moindres et une plus grande facilité technique. Méme si la
correction est imparfaite sur la table d'opérations, elle peut étre
améliorée aprés l'intervention en agissant sur 1'appareil de fixation.

Ceci est valable pour tous les fixateurs externes, mais pour cor-
riger les cas les plus difficiles, il est indispensable que la fixa-
tion employée permette la mise en charge rapide afin d'éviter 1'ostéo-
porcse d'immobilisation.

A l'heure actuelle, la méthode par fixateur externe d'Ilizarov
permet de répondre au mieux a ces exigences pour les inégalités de
longueur et les corrections des déviations angulaires dans tous les

plans de 1'espace; en méme temps, la mise en charge est immédiate, si
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bien qu'elle permet de traiter méme le squelette ostéoporotique.

Selon les concepts occidentaux, une fracture ne peut consolider
que si la fixation des fragments est parfaitement stable et congruan-
te. L'Association Suisse pour 1'Ostéosynthése (A.0.) prdne méme une
compression interfragmentaire pour favoriser un cal dit "per primam".

En fait, de multiples observations indiguent que le contact inter-
fragmentaire n'était pas indispensable a la consolidation et que 1l'es-
pace en résultant n'allait pas systématiquement évoluer vers la pseu-
doarthrose.

GUDUSHAURY en 1967 montre que, sous 1'influence de stimuli locaux
ou mécaniques, 1l'hématome fracturaire a la possibilité de se transfor-
mer en tissu osseux. De plus, il existe une possibilité de régénéra-
tion osseuse différente des processus habituels et plus rapide.

Dans certaines conditions de distraction, l'espace interfragmen-
taire va étre comblé par du tissu osseux néoformé.

ANDERSON (1952) montre également que, lors d'un allongement dia-
physaire, la greffe osseuse secondaire n'est pas nécessaire et que le
défect est comblé par de 1'os néoformé.

ALHO et coll. (1982) constatent aprés distraction progressive d'os
tibio-péroné de lapin adulte une formation de régénérat endosté et

périosté.

II- HISTORIQUE

HERODOTE, le fameux historien grec, né a Halicarnasse (v. 484 - v.
420 avant J.-C.) raconte dans ses "Histoires" tous les événements, lé-
gendaires et véridiques, qui mettent en lumiére l'opposition du monde
barbare (Egyptiens, Médes, Perses) et de la civilisation grecque. En
ce qui nous concerne, il narre les nombreux exploits du héros mythique
Thésée, fils d'Egée et roi d'Athénes, tueur du Minotaure et de Pro-
custe, célébre brigand de 1'Attigue qui s'amusait & attacher ses vic-
times sur un lit et a les adapter aux dimensions de celui-ci, soit en
coupant 1'éxcédent des membres, soit en les étirant s'ils étaient trop
courts.

Le mythe de Procuste constitue la référence bibliographique la

plus ancienne concernant l'allongement des membres; elle est rapportée
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par MONTICELLI et SPINELLI (1981).

Le premier allongement des membres a été réalisé par RING en 1958:
1l accomplit des décollements épiphysaires chez 20 chiots a 1'aide
d'un distracteur externe a fils transosseux, et obtient des allonge-
ments de 11 & 32 mm du membre antérieur.

Congue par le Professeur Gavril Abramovitch ILIZAROV a Kurgan (Si-
bérie, U.R.S.S.), la méthode est un procédé de référence de la fixa-
tion externe osseuse aux applications multiples. Mise en oeuvre il y a
20 ans {Ilizarov, 1969), elle n'a été connue des chirurgiens occi-
dentaux que par un concours de circonstances assez extraordinaire :
1l'explorateur italien Carlo Mauri fut victime d'une trés grave frac-
ture infectée de la jambe et subit de nombreuses opérations en Italie,
en France et en Suisse, mais sans succés. Ayant entendu parler
d'Ilizarov par l'un de ses compagnons de voyage, il se confia a celui-
ci a Kurgan pendant quelques mois. Guéri, il rentre en Italie et rela-
te ses aventures aux chirurgiens italiens. Ces derniers organisent un
voyage d'études en U.R.S.S. et raménent la méthode du cdté occidental
du Rideau de Fer.

Cette relation illustre par ailleurs les lacunes de l'information
scientifique orientée essentiellement vers les pays anglo-saxons.

En fait, la méthode d'Ilizarov se révéle d'un intérét passionnant.
En effet, elle permet d'obtenir rapidement la réduction et la consoli-
dation de fractures complexes, en toute sécurité et sans interrompre
l'usage du membre fracturé. Elle permet également d'obtenir le re-
dressement progressif de grandes déviations vicieuses du squelette,
notamment chez l'enfant. Elle guérit en outre les retards ou les ab-
sences de consolidation de 1l'os fracturé par une intervention minime,
sans perte de sang et sans risque, méme si le foyer de non-
consolidation est infecté et purulent.

Bien plus, du tissu osseux nouveau peut étre recréé par néo-ostéo-
genése dans la fracture avec perte de substance et pour les allonge-
ments des piéces squelettiques.

La méthode @d'Ilizarov repose sur quelques principes de base, un
matériel et surtout une technique délicate, parfois pénible a sup-

porter pour le malade.
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III- PRINCIPES

Tout d'abord, ILIZAROV a appliqué un certain nombre de principes
de base dans le domaine de la consolidation et parfols largement ou-
bliés : l'os est un tissu vivant qui réagit mal aux agressions, quand
bien méme il s'agit de matériel chirurgical, vis ou plaques. Le
respect de sa vascularisation est primordial : les plaques détruisent
les vaisseaux périostiques et les vis peuvent détruire l'artére nour-
riciére.

Ensuite, ILIZAROV a montré que de petits mouvements bien orientés
des extrémités osseuses avaient un rOle remarquable dans la stimula-
tion ostéoformatrice. Par contre, les mouvements de cisaillement sont
extrémement nocifs. La fixation de l'os par des broches transversales
tendues sur un anneau permet une bonne stabilité : & la marche, les
broches s'incurvent légerement sous l'effet du poids, et ce mouvement
de compression-décompression survenant & chaque pas améne soit une
création de tissu osseux quand les broches sont éloignées lors d'un

allongement, soit une consolidation rapide dans les fractures.
IV~ TECHNIQUE CHIRURGICALE (Figures 3 et 4)

L'intervention chirurgicale débute par la mise en place de broches
de Kirschner : ces broches en acier souple sont enfilées au moteur
perpendiculairement & 1l'axe de 1'os. Elles sont simples et cylindri-
ques, ou pourvues d'un élargissement faisant butée sur l'os {broches a
olive) et permettant de les diriger.

Ces broches sont reliées a des anneaux plats perforés treés
résistants. Ce montage peut étre :

- simple : un anneau et deux broches,
- ou composé : deux anneaux et quatre broches, ou un anneau
avec drapeau et troils broches.

Deux montages sont disposés a chacune des extrémités osseuses et
sont reliés par des tiges filetées.

La section osseuse a pour but de respecter au mieux le tissu

osseux et sa vascularisation; elle différe selon le cas envisagé :
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Figure 3 : Allongement unifocal du tibia
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Figure 4 : Allongement du fémur
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- Dans les fractures simples, la mise en place d'un réseau éta-
gé de deux anneaux de part et d'autre de la fracture permet de mobili-
ser les fragments osseux par 1'extérieur.

- Dans ies fractures non consolidées, le procédé est analogue,
mais de plus, 1l'os est stimulé par compression-décompression.

- Dans les allongements, une compactotomie est réalisée : le
ciseau a os ne coupe que la couche externe et respecte scrupuleusement
la partie centrale. Cette corticotomie siége en zone métaphysaire, au
tiers distal sur le fémur, et au tiers proximal pour la jambe. L'al-
longement, débuté avant la fin de la premiere semaine post-opératoire,
est assuré de facon aussi réguliére que possible.

- Dans les pertes de substance, la compactotomie est effectuée
4 1'extrémité supérieure de l'os, puis le fragment intermédiaire est
attiré par deux broches a olive (technique de "1'ascenseur").

L'ablation des broches se fait sans anesthésie, car elle n'est pas

douloureuse.
V- REMARQUES

Au plan des avantages, il faut citer :

- la sécurité, surtout appréciable dans les allongements sque-
lettiques. Il n'y a pas de risque de choc opératoire ou de complica-
tion grave,

- la fiabilité et l'efficacité;

- la simplicité : pas de prélévements de greffons, de démontage
d'appareillage, de temps opératoires multiples;

- 1'économie : pas de transfusion, d'antibiotiques. Au contrai-
re, la durée d'hospitalisation est réduite.

I1 existe néanmoins quelques inconvénients :

- 1'infection superficielle autour des broches : elle est fré-
quente (21 % des cas), mais ordinairement bénigne et guérie rapide-
ment;

- 1'inconfort occasionné par 1'appareillage volumineux qui néces-
site adaptation et courage. Toutefois, 1l'accoutumance est constante;

- la douleur dés lors que 1'allongement dépasse 5cm, résultant

de 1'étirement des muscles et des parties molles.



CHAPITRE 1I

ANALYSE HISTOMORPHOMETRIQUE DU REGENERAT OSSEUX EN

DISTRACTION CHEZ L'ENFANT SELON LA METHODE D'ILIZAROV



I- BUT DE CE TRAVAIL

Les études histologigues portant chez 1'animal sur 1'allongement
d'une piéce squelettique en distraction selon la méthode d'Ilizarov
ont fait 1'objet de nombreuses publications (traduites du russe et
rapportées par PLAWECKI, 1987). Par contre, trés peu de travaux his-
tologiques sont connus en ce gqul concerne l'homme, et encore moins
1l'enfant a qui cette technique s'adresse plus particuliérement. Il pa-
raissait donc intéressant de préciser chez celui-ci les carac-
téristiques de son régénérat osseux en 1l'incluant sans décalcification
dans le méthylméthacrylate (Premiére partie, Chapitre III) et en réa-
lisant son étude histomorphométrique statique et dynamique (Premiére

partie, Chapitre 1IV).
II- MATERIEL ET METHODE (Tableau IX)

A la Clinique Chirurgicale Pédiatrique de Nancy (Professeur J.
PREVOT), plus de 100 enfants ont bénéficié a ce jour d'un allongement
de membre selon la technique d'Ilizarov dont le principe est rapporté
briévement dans le chapitre précédent (PREVOT et coll., 1985 et 1987).

Dix jeunes patients ont été sélectionnés pour cette étude selon
les critéres suivants :

- la nécessité de faire une anesthésie pour modifier le montage
d'llizarov : changement d'une broche, correction d'une angu-
lation...etc.

- 1'accord du patient et de ses parents, et 1'acceptation de la
prise de tétracycline.

Bn double marquage a été réalisé selon le protocole déja défini.
La biopsie a été faite au trocard de Bordier modifié par Meunier (dia-
métre de 6mm), ou par un court abord chirurgical. Une radiographie os-
seuse du régénérat a toujours précédé le prélévement.

Les 10 patients, 5 filles et 5 garcons, agés de 7 a 19 ans, présen
taient, au moment de la biopsie, un allongement de 15 & 90 mm et un
délai aprés 1'intervention initiale de 23 jours a 16 mois. Un patient

a eu deux biopsies a 1 mois d'intervalle, ce qui porte a 11 biopsies
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Tableau IX

RECUL ET ALLONGEMENT DU REGENERAT
LORS DE LA BIOPSIE

Obs. Allg (mm) | Nb Jours | vTO (%) vo (%) | 50 (%) | E0 () | SR (%) | VM (/1)
1 | 14 23 31,4 16,6 63,1 6,3 2,8
2 20 s 29,1 16,2 55 10,8 2
3 40 53 42 16,3 60,1 12,2 8,9
ar 70 §9 12,7 5,3 28,8 8 7,1 2,15
LN 40 80 21,4 17,4 £1,5 11,2 8
€' 80 91 11,5 45,3 63,3 16 9,2
7! 15 122 | 18,2 5.1 36,9 17,7 5,4 2,17
8' 90 133 27,8 11,8 48,6 19,2 8,7 2,02
EN 15 140 39,6 10,7 49,5 15,4 4,9 1,68
10 40 293 72,4 6,6 33,3 17 2,9 1,65
8 40 502 45,3 3,7 16,8 11,1 13,4 1,57
Tableau X

HISTOMORPHOMETRIE DES BIOPSIES
DE REGENERAT OSSEUX
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le nombre étudié. Ce patient a fourni les biopsies n°® 1' et 3'.

En fait, certains de ces enfants ont également fait 1'objet d'une
biopsie de créte iliagque dont 1l1'analyse morphométrique constitue le
chapitre II de la deuxiéme partie. Chaque cas est numéroté de 1' a 11'
afin d'éviter toute confusion avec les biopsies iliaques. Un bref rap-
pel des données cliniques indispensables est fourni. La description
histologique est ensuite détaillée : étude des travées osseuses, des
activités ostéoblastique et ostéoclastique, du type d'ossification, de
la matrice et de la moelle osseuse ainsi que de la vitesse de minéra-
lisation. Enfin, les valeurs histomorphométrigues telles que nous les

avons déja mentionnées sont rapportées.

III- RESULTATS (Tableau X)

Observation 1' (Planche VII, Figures 49 et 50)

S.S., gargon agé de 14 ans et 2 mois : biopsie au 2léme jour
pour un allongement en cours mesurant 15 mm. Séquelle d'une arthrite
septique néo-natale de la hanche droite nécessitant un allongement fé-
moral de 40 mm. Jusqu'au jour de la biopsie, la distraction progres-
sive a été assurée lentement, a la vitesse de 0,5 mm par jour a partir
du 7éme jour post-opératoire.

- Description histologique

Au sein d'une masse fibreuse conjonctive assez dense, appa-
raissent des ostéoblastes en disposition épithélioide. Ils forment des
travées de tissu pré-osseux qui se minéralisent rapidement. Le tissu
osseux primaire déja formé est fait d'un réseau tridimensionnel tres
régulier, en mailles, et contient de nombreux ostéocytes. Les bordures
ostéolides sont trés nombreuses. Les ostéoclastes paraissent treés
rares. La moelle osseuse est trés vascularisée. En une zone de la cou-
pe, l'ossification paralt moins avancée : les mailles osseuses sont
morcelées, les bordures ostéoides sont moins nombreuses. Les ostéo-
blastes sont toujours nombreux, mais moins que précédemment, et quel-
ques ostéoclastes apparaissent. En lumiére ultraviolette, le régénérat
prend la tétracycline, mais la minéralisation se fait en nappe, de fa-

gon diffuse, sans front régulier de calcification.
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- Histomorphométrie

VIO = 31,4 + 8,9 %
Vo =16,6 + 1,8 %
S0 = 63,1 + 10,3 %
EO = 6,3+ 0,1 u
SR = 2,8+ 0,6%
VM = non mesurable

Observation 2°'

H.D., gargon agé de 10 ans, suivi pour un racourcissement du
fémur droit secondaire & une arthrite septique néonatale. La biopsie
est faite pour un allongement en cours qui mesure 20 mm au 35éme jour,
a la vitesse réguliére de 1 mm/jour aprés un début trés retardé.

- Description histologique

Dans une masse fibreuse tres dense et richement vasculari-
sée, les travées osseuses d'os primaire, sont trés nombreuses et trés
anastomosées. Les bordures ostéoides sont trés nombreuses. Les ostéo-
clastes sont rares. La minéralisation se fait de fagon diffuse. Dans
une région périphérique, il existe des éléments cartilagineux qui sem-

blent se calcifier.

- Histomorphométrie
VI0o = 29,1 + 2,9 %
VO = 16,2 + 5,9 %
SO = 55,0 + 4,6 %
EO = 10,8 + 3,2 p
VR = 2,0 +0,15%
VM = non mesurable

Observation 3°'
Méme patient gue pour 1l'observation 1', au 53éme jour avec un
allongement de 40 mm.
- Description histologique
L'aspect en mailles est préservé, mais les anastomoses sem-
blent un peu moins nombreuses. Les bordures ostéolides sont toujours
trés nombreuses et les ostéoclastes en plus grand nombre. L'os est en-

core de type primaire.
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~ Histomorphométrie
VTO = 42,0 + 1,7 %
VO =16,3 + 1,5 %
S0 =60,1 +6,7%
EO =12,2 + 1,2 u
SR = 8,9 + 4,1 %
VM = non mesurable

Observation 4°'

B.D., fille 4gée de 14 ans et 8 mois, présentant un nanisme
(taille = 1,35 métre) par achondroplasie. Allongement bilatéral de
jambe de 10 centimétres. Biopsie au 69%eme jour pour un allongement ob-
tenu de 70 mm.

- Déscription histologique

On note la présence de travées de tissu osseux primaire,
allongées, mal anastomosées entre elles, mais qui tendent a se rejoin-
dre grace a l'activité ostéoblastique qui élabore un tissu ostéolide
orienté. Ces travées sont également orientées selon une direction pré-
férentielle. En lumiére polarisée, les fibres sont trés orientées dans
le sens général des travées qui prennent un aspect pseudo-lamellaire.
I1 existe des ostéoclastes plurinucléés. En périphérie, on rencontre
des petits points d'ossification primaire en cours de calcification
sur des fibres relativement peu nombreuses. En lumiére ultraviolette,
il existe une minéralisation en cours de régularisation : deux liserés

du double marqguage sont parfois visibles.

- Histomorphométrie
VIO = 12,7 %
Vo = 5,3 %
SO = 28,6 %
EO = 8,0
SR = 7,1 %
VM = 2,15 u/jour

L'écart type n'a pas été calculé en raison du trop petit
nombre de mesures, cet échantillon étant a la limite des possibilites

d'interprétation.



Observation 5' (Planche VII, Figures 51 et 52)

F.H., jeune fille de race noire agée de 13 ans et 11 mois,
présente un raccourcissement de 40 mm sur poliomyélite de 1'enfance.
Au 80&me jour, date de la biopsie, l'allongement de 40 mm est en at-
tente de consolidation. L'appui est total.

- Description histologique

La matrice est le siege d'une fibrose de moyenne importance,
sans cartilage. Les travées osseuses sont nombreuses, moyennement é-
paisses, assez anastomosées. Certaines sont orientées, d'autres non.
I1 s'agit d'os primaire. Les bordures ostéoides sont également épais-
ses et les ostéoblastes sont en disposition épithéliolde. Les ostéo-
clastes sont nombreux et volumineux. La vascularisation de la moelle
est moyenne. En lumiére ultraviolette, il n'y a pas de double marqua-

ge, mais une calcification en nappe.

~ Histomorphométrie
VIO = 21,4 + 3,3 %
VO = 17,4 + 4,6 %
SO =51,5+9,0%
EO =11,2 %+ 2,6 u
SR = 8,0+ 4,8 %
VM = non mesurable

Observation 6' (Planche VII, Figures 53 et 54)

M.B., jeune homme de 19 ans, porteur d'une thalassémie, mesu-
rant 1,36 m, souhaite améliorer sa taille. Un allongement bilatéral
est réalisé au niveau fémoral en méme temps qu'une correction de dé-
faut d'axé (genu varum). La biopsie est faite au 9léme jour tandis que
1'allongement en cours mesure 80 mm.

- Description histologique

Dans un tissu un peu fibreux, vascularisé, les travées os-
seuses sont gréles, longues et peu anastomosées. L'ossification est de
type endomembranaire. Les petites travées commencent & s'ossifier en
utilisant les fibres comme travées directrices, puis elles s'épaissi-
ssent et se calcifient par le centre. En lumiére polarisée, il s'agit
d'un tissu osseux primaire orienté. Les ostéoblastes contribuent a é-
paissir ces travées qui finissent par se rejoindre. Quelques rares

ostéoclastes sont observés. En lumiére ultraviolette, la membrane fi-
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bro-cellulaire s'ossifie en nappe, sans front précis de minéralisa-
tion.

- Histomorphométrie

o

VIO = 11,5 + 2,2

VO = 45,3 + 18,2 %
S50 = 63,3 16,4 %
EO =16,0 + 3,2
SR = 9,2+ 6,8%
VM = non mesurable

Observation 7' (Planche VIII, Figures 57 et 58)

K.S., fille agée de 13 ans et 9 mois, présente un genu varum
droit de 13° avec raccourcissement de 15 mm par rapport au cOté gau-
che. La correction de 1'angulation et de 1'inégalité de longueur a été
obtenue de fagon progressive, en 20 jours. Biopsie au 122&me jour pour
un allongement de 15 mm en voie de consolidation.

- Description histolegique

Au sein d'une masse fibreuse tres dense, des noyaux 4@'ossi-
fication primaire apparaissent. Les points d'ossification sont d'abord
dispersés, puis les travées s'anastomosent pour former un réseau den-
se. Le bord des travées reste irrégulier. Les ostéoblastes sont nom-
breux et, en lumiere polarisée, ils semblent utiliser les fibres con-
jonctives comme travées directrices et édifient de 1'os primaire. Il y
a tres peu de tissu osseux lamellaire, l'apposition osseuse secondaire
ne fait que débuter. Les ostéoclastes ne sont pas observés dans les
points d'ossification et semblent exercer leur action plus tardivement
guand le réseau osseux est a un stade plus avancé. La vascularisation
de la moelle est importante et colonise rapidement les espaces inter-
trabéculaires. Le marquage a la tétracycline dessine les fronts de
calcification.

- Histomorphométrie

VIO = 16,2 + 9,4

o

VO = 6,1 + 3,8%
SO = 36,9 + 16,4 %
EO = 17,7 + 1,9 n
5R = 6,4+ 2,4%
VM = 2,17 p/jour
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Observation 8' (Planche VII, Figures 55 et 56)

F.R., gargon &gé de 13 ans et 2 mois, suivi pour une agéné-
sie du rayon externe de la jambe droite et présentant un raccourcis-
sement du tibia de 12 cm. Biopsie au 133éme jour. La période de dis-
traction a pris fin environ un mois avant la biopsie.

- Description histologique

Au sein d'une masse fibreuse, les travées osseuses sont fi-
nes, longues et mal anastomosées. En lumiére polarisée, l'architecture
de ces travées montre une structure en mosalque, faite d'os primaire
ou faiblement orientée dans le sens de certaines fibres, présentant le
début de 1'organisation lamellaire. Les foyers d'ossification parais-
sent trés rares, semblent suivre les fibres comme travées directrices.
Les ostéoblastes sont relativement fréquents et ils édifient de nom-
breuses bordures ostéoides. Les ostéoclastes sont petits et rares. En
lumiére ultra-violette, seules quelques lignes frontiéres présentent
deux traits fluorescents de tétracycline, la minéralisation étant en
grande partie encore diffuse. Notons qu'il existe, sur une partie de
la coupe, une petite zone cartilagineuse sur laquelle s'appuie une
travée osseuse.

- Histomorphométrie

o

VIO = 27,8 + 5,1

Vo = 11,3 + 8,2 %
SO0 = 46,6 *+ 10,8 %
EO =19,2 + 7,3 u
5R = 8,7+ 7,7 %
VM = 2,02 u/jour

Observation 9' (Planche VIII, figures 59 et 60)

E.B., garcon 2gé de 7 ans et 9 mois, présentant un genu valgum
droit de 16° avec raccourcissement de 15 mm, séquelle d'un décollement
épiphysaire fémoral distal d'origine traumatique compliqué d'une épi-
physiodése externe. L'intervention a consisté en une désépiphysiodése
progressive associée a une correction angulaire et un allongement de
15 mm. Biopsie au l140éme jour pour un allongement consolidé de 15 mm.

~ Description histologique

Les travées osseuses sont massives, bien anastomosées entre

elles, et leur partie centrale est occupée par du tissu osseux lamel-
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laire. Les ostéoblastes ont une disposition épithélioide. 11 n'y a pas
d'ostéocclastes apparents. La vascularisation de la moelle, qul est as-
sez adipeuse, est bonne. Notons qu'au sein du tissu bien calcifié, il

existe quelques plages hypominéralisées a 1'aspect penné.

~ Histomorphométrie
VPO = 39,6 + 8,5 %
VO = 10,7 + 4,9 %
SO = 49,5 + 21,3 %
O = 15,4+ 0,7 u
5R = 4,9+ 4,6 %

™ 1,68 u/jour
Cbservation 10' (Planche VIII, Figures 61 et 62)

D.K., garcon agé de 13 ans et 2 mois, a eu un raccourcissement
post-arthrite septique du fémur gauche de 40 mm corrigé en 2 mois. Il
a repris la marche librement depuis plus de 6 mois, et la biopsie a
lieu au l0éme mois.

- Description histologique

Pans un tissu fibreux trés dense et peu vascularisé, une
énorme masse osseuse est représentée par des travées massives, trés
anastomosées entre elles, et 1l'ensemble réalise une ostéocondensation.
L'un des bords de cette masse montre l'ossification dont elle procéde:
les ostéoblastes utilisent les fibres périphérigues comme travées
directrices. Il s'agit d'une ossification de type membranaire, il n'y
a pas de stade cartilagineux. En lumiére polarisée, la texture est en
mosaique avec parfois une orientation pseudolamellaire. Mais il s'a-
git principalement de tissu osseux primaire trés dense et treés cellu-
laire en périphérie duquel la reconstruction est composée de tissu
osseux lamellaire. Les ostéoblastes sont nombreux et en disposition
épithéloide. Les ostéoclastes interviennent rapidement. En lumiére
ultraviolette, de nombreuses lignes frontiéres ont retenu la tétra-
cycline selon deux traits de fluorescence bien visibles.

- Histomorphométrie

o

VIO = 72,4 + 2,4
1,4
2,3
EO = 17,0 + 3,1 u

VO = 6,6

I+
o

S0 = 33,3

I+
o
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2,9+ 1,2 %

VM = 1,65 p/fjour
Observation 11' (Planche VIII, Figures 63 et 64)

S.P., jeune fille igée de 14 ans et 11 mois : biopsie au
502eme jour (16 mois et demi) pour un allongement consolidé de 40 wmm.
La correction d'une inégalité de longueur congénitale a été assurée
par une épiphysiolyse proximale en distraction et un allongement a la
vitesse de 1 mm par jour. Le fixateur d'Ilizarov a été retiré au l18éme
mois aprés 1'intervention.

- Description histologique

Les travées osseuses sont massives, bien anastomosées entre
elles, et présentent des canaux de Havers aux gros noeuds des anas-
tomoses. La lumiére polarisée révele la juxtaposition de tissu osseux
plexiforme et lamellaire, témoin du remaniement secondaire. Ce remo-
delage osseux est matérialisé par la présence de nombreux ostéoclastes
actifs qui viennent encocher la surface des travées. Les surfaces os-
téoides sont nombreuses et bien marquées avec des ostéoblastes en dis-
position épithélioide. En regard de ces liserés pré-osseux, la lumiére
ultraviolette montre que de nombreuses lignes frontieres ont fixé la
tétracycline selon deux traits séparés. La moelle est trés adipeuse

mais cependant bien vascularisée.

- Histomorphométrie
VTO = 45,3 + 14,8 %
VO = 3,7+ 2,3%
SO =16,8 + 9,0 %
EO =11,1 + 1,7
SR =13,4 + 1,4 %

VM = 1,57 u/jour
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L'allongement par distraction chez 1'enfant

Figure 49 : Observation n°® 1 (x8) 2léme jour. 14 mm

I1 existe une masse centrale trés fibreuse que les
ostéoblastes utilisent comme travées directrices. Le réseau trabéculaire
a4 petites mailles est trés serré.

Figure 50 : Méme observation que la figure 49

Lumiére ultraviolette (x32)

Le tissu osseux primaire se calcifie réguliérement en
nappes. Les ostéocytes sont trés abondants.

Figure 51 : Observation n°® 5 (x8) 80éme jour. 40 mm

Les travées osseuses sont longues, moyennement épaisses, peu
anastomosées entre elles. Leurs surfaces sont soulignées par de
nombreuses bordures ostéoides.

Figure 52 : Méme observation que la figure 51
Lumiere ultraviolette (x32)
La calcification se réalise par plages dans les travées.

Figure 53 : Observation n® 6 (x8) 1%éme jour. 80 mm ,

Les travées de tissu osseux primaire, trop vrapidement
sollicitées en distraction sont gréles et mal reliées entre elles. Elles
présentent un retard dans leur calcification.

Figure 54 : Méme observation que la figure 53

Lumiére ultraviolette (x32)

La calcification est cependant réalisée a distance sur les
travées trés étirées.

Figure 55 et 56 : Observation n°® 8 (x8) 133éme jour. 90 mm

Les travées sont moyennement épaisses, mal anastomosées, et
de texture fibrillaire. Les foyers d'ostéogénése paraissent rares. Les
fléches indiquent la présence de cartilage sur lequel s'appuient 1les
travées.
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Figure 57 (x8) et 58 (x32) :

Observation n® 7 (x8) 122éme jour. 15 mm

La fibrose centrale est trés dense. Les travées osseuses
s'appuient dessus ; elles sont d'emblée massives. A quelqgues distance du
diastasis, les bordures ostéoides sont épaisses, cependant que les
lacunes de résorption d'Howship (fléches) font leur apparition.

Figure 59 et 60 (m@me champ, lumiére polarisée) :

Observation n°® 9 (x12,5) 140éme jour. 15mm

Les travées sont massives et bien anastomosées entre elles.
Constituées par du tissu osseux primaire plexiforme, elles voient leur
périphérie progressivement remplacée par du tissu osseux secondaire
lamellaire. '

Figure 61 : Observation n® 10 (x8) l0éme mois (marche libre) 40 mm

Le volume trabéculaire est trés important; la fibrose est
limitée. Le tissu osseux primaire semble disparaitre au profit de
structures lamellaires. '

Figure 62 : Méme observation que la figure 61

Lumiére ultraviolette (x32)

Le double marguage a la tétracycline réveéle d4'importantes
zones d'ossification secondaire : les lignes frontiéres entre tissu
ostéoide et tissu osseux montrent de nombreux doubles traits de
fluorescence.

Figure 63 : Observation n® 11 (x8) 502éme jour. 40 mm
Les travées osseuses sont massives, la moélle bien
vascularisée. Les liserés ostéoides paraissent nombreux.

Figure 64 : Méme observation que la figure 63 (x8)

Vue latérale de la biopsie. Lumiére polarisée.

Les travées sont largement constituées par des lamelles
osseuses, garants d'une meilleure résistance mécanique (en haut).

Le processus de corticalisation est manifeste en bas, mails
d'apparition plus tardive, comme 1'atteste la présence de tissu osseux
primaire plexiforme.






TIV- DISCUSSION

A/Les travées osseuses

D'une maniére générale, une ossification de type endomem-

branaire se fait au sein d'une matrice trés fibreuse et treés richement
vascularisée. Les points d'ossification sont séparés au début, puis
ils forment rapidement un réseau anastomotique. Dés la troisiéme se-~
maine, deux aspects sont observés : d'une part, un réseau tridimen-
sionnel trés régulier, en mailles, et d'autre part, des travées os-
seuses légérement anastomosées entre elles et orientées selon une di-
rection privilégiée. Ces différences sont le témoin des variations de
l'ossification selon les conditions mécaniques locales et la région
considérée. Au cours du deuxieme mois, lorsqgue la vitesse d'allon-
gement est relativement lente, le réseau tridimensionnel persiste avec
des travées bien anastomosées entre elles. Il semble que ces travées
aient eu le temps de se constituer et que 1'allongement étire
doucement le cal osseux en formation sans le rompre. A partir du
troisiéme mois, les travées osseuses ont une direction privilégiée
selon 1les fibres qu'elles wutilisent comme travées directrices.
L'évolution ultérieure dépend essentiellement du rapport allongement
sur vitesse d'allongement. Lorsque l'allongement est important et la
vitesse rapide (obs. 4' : 70 mm en 69 jours), les travées osseuses
sont rares et mal anastomosées, donnant ainsi au régénérat un aspect
fragile. Dans l'observation 6' (80 mm en 91 jours), les travées
reétent fines et gréles, longues et mal anastomosées (notons cependant
gue ce patient présentait une thalassémie). En revanche, pour des
allongements modérés en voie de consolidation, (obs. 5'), les travées,
longues et moyennement. épaisses, restent assez bien anastomosées au
troisiéme mois. A la fin du qguatriéme mois, un allongement de 15 mm
est pratiquement consolidé sur le plan radiologique : les travées
osseuses sont épaisses, anastomosées et forment un réseau trés dense.
Cet aspect persiste a 5 mois, & 10 mois et & 16 mois. A ce stade, des
canaux de Havers apparaissent au noeud des anastomoses et 1'os situé
en périphérie se corticalise.

L'ossification est donc de type endomembranaire. Toutefois, a

deux reprises (obs. 2' et 8'), il est noté la présence de noyaux car-
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tilagineux en continuité avec les travées osseuses. Il est vrai-
semblable que certalnes circonstances telles les cisaillements et
1'hypoxie en résultant favorisent, en une région particuliére, une
ossification de type enchondrale.

En lumiére polarisée, l'ossification débute par un stade d'os
primaire qui persiste encore aprés un an d'évolution. L'os lamellaire
fait son apparition vers la fin du quatriéme moils, sous forme de la-
melles apposées le long des travées préexistantes d'os primaire.

B/ L'apposition osseuse

Des la troisiéme semaine, 1'activité ostéoblastique est inten-
se. Les surfaces ostéoides sont égales au triple des surfaces normales
et les volumes ostéoides sont 5 a 10 fois supérieurs aux valeurs nor-
males. Les ostéoblastes sont trés nombreux, en disposition épithé-
lioide. Cette activité importante persiste pendant environ un an, date
a laguelle les paramétres osteoides tendent a revenir a des valeurs
normales. L'épaisseur des bordures ostéoldes est normale jusqu'a la
fin du troisiéme mois (6 a 13 microns), puis atteint des valeurs
supérieures, de 16 a 19 microns, aprés le quatriéme mois.

La minéralisation osseuse est diffuse, en nappe Jjusgu'au
troisiéme mois, période au cours de laquelle des stries fluorescentes
deviennent visibles dans quelques observations. A 4 mois, dans tous
les cas, la vitesse de minéralisation peut étre mesurée, témoin de la
présence de fronts réguliers de calcification. A 4 et 5 mois, la vi-
tesse est trés accélérée, environ 3 fois la valeur normale apreées deux
ans de recul.

C/ La résorption osseuse

Les ostéoclastes, rares mais présents a la troisiéme semaine,
sont retrouvées de fagon constante lors du deuxiéme mois. Ainsi, les
surfaces de résorption, égales a 2 ou 3 % a la fin du premier mois,
représentent 8 a 10 % dés la fin du deuxiéme mois jusqu'a plus de 1
an. Le processus de résorption débute donc trés tdt, témoin de rema-
niements précoces, et assure ensuite le remodelage du régénérat pen-
dant de nombreux mois. Au quatriéme mois, les ostéoclastes résorbent
progressivement 1'os primaire dont la guantité diminue pour céder la
place a 1l'os lamellaire. Ultérieurement, 1'os lamellaire fait égale-

ment lui-méme 1'objet d'une résorption qui forme ainsi un os plus



- 127 -

adapté, répondant aux contraintes mécanigues loco-régionales avec une

région périphérique corticale et une région profonde spongieuse.
V- CORCLUSION

Chez l'enfant, le régénérat de 1'os en distraction soumis a des
contraintes mécaniques 1longitudinales est assuré de la fagon suivan-
te :

- Les travées osseuses forment dés la troisiéme semaine un
réseau anastomotique de bonne qualité qui semble pouvoir &tre conservé
jusqu'a consolidation : il est nécessaire que la vitesse de 1l'allon-
gement progressif soit suffisamment lente (inférieure a 1 mm/jour). En
effet, si 1'allongement est trop rapide, les travées osseuses, plus
espacées, sont moins bien anastomosées et sont orientées longitudina-
lement selon les fibres qui sont utilisées comme travées directrices.
I1 est alors nécessaire d'attendre plusieurs mois avant d'observer la
réorganisation du réseau tridimensionnel.

- La maturation survient avec 1l'apparition du tissu osseux
lamellaire &4 la fin du guatriéme mois, mais le tissu osseux primaire
persiste encore aprés un an.

- L'activité ostéoide est trés riche pendant la premiére année
et prouve 1l'importance de la construction osseuse qul se déroule au
sein d'une matrice fibreuse.

- Enfin, 1'activité de résorption, marquée dés le deuxiéme
mois, démontre gue le régénérat, toujours en construction, est en méme
temps soumis au remodelage. Il assure, entre autres, le remplacement
du tissu osseux primaire par du tissu osseux secondaire a partir du

quatriéeme mois.



CHAPITRE IIY

TRAVAUX EXPERIMENTAUX CHEZ LE LAPIN
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1~ MATERIEL ET METHODES

A/ Matériel

* L'animal choisi est le lapin adulte, pesant entre 2,750 et
3,500 kg.

L'étude de son anatomie osseuse montre que le tibia est 1l'os
qui se préte le mieux a un allongement, du fait de sa longueur (10 a
12 cm) : il autorise un allongement appréciable.

La position de repos de l'animal emp&che la mise en place de
tout fixateur externe transfixiant au niveau de la cuisse, mais auto-
rise la présence de celui-ci au niveau du segment jambier.

* T,e matériel utilisé comporte un fixateur spécialement réali-
sé. Directement inspiré du fixateur d'Ilizarov, il a été miniaturisé
pour s'adapter a la taille de l'animal d'expérimentation (Planche IX,
figure 65).

Les anneaux ont un diametre extérieur de 8 cm. Ils sont régu-
liérement perforés sur le plat. Leur forme ne représente que 2/3 de
cercle afin de ne pas géner l'animal dans sa position de repos, en
hyperflexion du genou.

Les broches transfixiantes sont des broches de Kirschner d'un
diamétre de 10/10e. Des boulons a leur base permettent de les solida-
riser aux anneaux, ces derniers étant eux-mémes reliés entre eux par
des tiges filetées.

La mise en tension des broches est assurée par un étrier de
Kirschner utilisé au moment du serrage des broches.

B/ Méthode

Aprés rasage et désinfection chirurgicale, deux broches trans-
fixiantes de Kirschner sont mises en place sous anesthésie générale au
niveau proximal; elles forment entre elles un angle compris entre 30
et 40 degrés. Ces broches sont fixées sous tension i un anneau, comme
dans la technique originale d'Ilizarov.

De la méme maniere, deux broches et un anneau sont placés au
niveau distal.

Les deux anneaux, proximal et distal, sont reliés par trois

tiges filetées.
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incision médio-diaphysaire a l'aide d'un ciseau a Frapper. Elle est
trés aisée a réaliser chez le lapin du fait du caractére trés cassant
de ses piéces osseuses. De plus, 1l'absence de péroné a ce niveau faci-
lite le geste opératoire.

Une distraction extemporanée de 2 mm est aussitdot réalisée, et
un pansement occlusif est placé sur le matériel pour gquelques jours.
De cette maniére, le fixateur ainsi placé autorise la déambulation de
1'animal.

L'allongement progressif est réalisé pendant un mois, a raison
de 0,5 mm par jour.

Des radiographies de face et de profil sont effectuées en post-
opératoire et régulierement jusqu'au sacrifice. Ce dernier est inter-
venu entre le 40éme jour et le 3éme mois aprés le début de 1'allonge-

ment.

II- RESULTATS

1) Lapin 210
- Aspect radiographique
La radiographie indique une absence de consolidation. Le
montage est instable, avec une fracture dans le cercle inférieur non
stabilisé.
Le trait de fracture persiste, avec un écart interfra-
gmentaire.
Le cal est minime, avec peu d'allongement.
Déceés a 13 semaines.
2) Lapin 217
- Aspect radiographique
Le montage est instable, avec également une fracture dans
le cercle inférieur. Cette fracture consolide.
Le foyer d'allongement est peu important. Le cal est bien
présent, avec une persistance partielle du trait.
Le prélevement est effectué a deux mois.
- Aspect histologique
Les deux fragments présentent une angulation; ils ne sont

pas réunis par une fibrose d'élongation.
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A distance se développe un cal externe endoconjonctif qui
s'appuie sur les corticales. A proximité, ce cal est cartilagineux.
Il existe un discret cal interne fibro-cartilagineux.
Les ostéoblastes ont 1l'air peu actifs, alors que les
ostéoclastes sont trés nombreux.
3) Lapin 218
Le cal est absent.
Déceés a 3 semaines.
4) Lapin 222
~ Aspect radiographigue
Le montage est stable, avec un foyer d'allongement
consolidé. L'allongement est de 1,5 cm, de bonne qualité, obtenu en
deux mois et demi.
- Aspect histologique
Le prélévement ne passe pas par la zone d'allongement.

5) Lapin 258 (Planche XI, Figure 81)

- Aspect radiographique
Le montage apparalt stable pour un écart interfragmen-
taire important. La radiographie montre un espace interfragmentaire
occupé par de nombreux débris osseux a 33 jours.
A 56 jours, cet écart est en partie comblé, pour un mon-
tage toujours stable.
Mais un décés provoqué par des problémes septiques nous
montre que la consolidation n'est pas obtenue.
- Aspect histologique
L'aspect histologique indique un important défect avec
deux grosses esquilles sur lesquelles se développe une discréte ossi-
fication.
Le cal externe est minime, avec gquelques nodules cartila-
gineux qui subissent une ossification endochondrale.
Aucune zone d'allongement fibreuse n'est observable.

6) Lapin 264 (Planche XI, Figure 82)

- Aspect radiologique
Le montage est également stable.
Le cal apparalt a un mois.

La consolidation est obtenue a 2 mois sans persistance
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A'un trait d4'élongation.
- Aspect histologique
Au plan histologique, un discret cal externe s'est déve-
loppé a partir du péroné et jette un pont osseux vers le tibia.
La zone d'allongement est peu cellulaire, avec une fi-
brose mince.

7} Lapin 291 (Planche XI, Figure 83)

- Aspect radiologique
Montage stable
Pour un allongement de 1,5 cm.
'apposition du cal se fait aux alentours de un mois.
Cependant, la consolidation n'apparait acquise qu'a 2
mois.
- Aspect histologique
Du point de vue histologique, le cal externe est prati-
quement unitif.
La zone d'allongement est évidente, avec une fibrose paral-

lele au sens d'étirement.
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PLANCHE IX
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e régénérat en distraction chez le lapin

Figure 65 : Fixateur miniaturisé .

Directement inspiré du fixateur d'Ilizarov, le matériel
s'adapte a la taille de 1'animal d'expérimentation. Il comporte des
broches transfixiantes de KIRSCHNER, des anneaux incomplets et des tiges
filetées.

La repousse pileuse montre la bonne tolérance générale de
1'appareillage.

Figure 66 : Lapin 291. Vue générale (x1)

La zone d'allongement est constitué par une fibrose
paralléle a 1'axe squelettique et autorise le passage de la
vascularisation.

Figure 67 : Les extrémités fracturées (x8)

Les fragments sont écartés progressivement 1'un de 1'autre;
leurs extrémités servent de support a une ossification primaire
endoconjonctive. Elles ne présentent aucun signe de résorption.

Figure 68 : Le cal externe a distance (x8)

A distance de la zone d'ostéotomie, les fibres de Sharpey
subsistantes sont étirées par 1'allongement; elles servent de travées
directrices a l'ossification d'un cal externe modeste (en haut).

Figure 69 : L'anneau osseux externe (x8)

La distraction minimise le développement du cal osseux
externe (au centre) qui reste proche de l'ancienne corticale {& gauche).
L'anneau osseux externe présente un épaississement par son versant
interne. Il est y continu & distance du trait de fracture.

Figure 70 : Versant latéral de la zone d'allongement (x8) .

Les fibres de Sharpey sont étirées par la distraction et
servent de support a 1'ossification endomembranaire. Aucun tissu
cartilagineux n'est formé.

Figure 71 : Fin d'allongement (x8)

A l'arrét de la distraction, la zone fibreuse centrale subit
totalement l'ossification endomembranaire; 1l'anneau osseux externe (en
haut) réalise sa continuité.

Figure 72 : Fin d'allongement (x8)
La zone fibreuse centrale a laissé place a un réseau
trabéculaire unitif de tissu osseux primaire.
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Le régénérat en distraction chez le lapin

Figure 73 et 74 (méme champ, lumiére polarisée) : Zone centrale {x8)

Le diastasis est constitué par une fibrose étirée et donc
paralléle a 1l'axe squelettique. Si 1le montage est instable, des
mouvements de cisalllement se produisent ; les fibres deviennent
perpendiculaires a 1l'axe squelettique, 1la vascularisation ne peut
suivre, et un tissu fibro- cartilagineux apparalt.

Figure 75 : Zone centrale (x8)

Dans de bonnes conditions de stabilité, 1les fibres de
collagéne respectent le sens de traction, les vaisseaux traversent le
‘diastasis et per- mettent l'ossification de la fibrose.

Figure 76 : Ossification du diastasis (x32)

Une distraction adéquate permet l'ossification primaire des
deux versants du diastasis : certaines fibres servent de support aux
ostéoblastes. Ils élaborent un tissu préosseux (coloration orange) qui
subit la minéralisation (coloration verte).

Figure 77 : Ossification du diastasis (x32)

Les travées d'os primaire sont bien  anastomosées.
Constituées par du tissu osseux primaire, elles renferment de nombreux
ostéocytes et sont bordées par des liserés préosseux pratiquement
continus.

Figure 78 : Ossification du diastasis (x32)

Un peu plus a distance du diastasis, les travées se sont
épaissies. Les liserés pré-osseux sont moins nombreux, et laissent 1la
place a quelgues ostéoclastes qui débutent la résorption modelante.

Figure 79 : Devenir de la fibrose interme (x8)

L'ensemble des structures internes est appelé a disparaitre
: les travées deviennent gréles, de moins en moins bien anastomosées. La
revascularisation médullaire est abondante.

Figure 80 : Fin d'allongemnt (x1)

L'anneau osseux externe est unitif, épaissi; il représente
la nouvelle corticale. Les structures internes ont toutes été résorbées.
L'allongement est réussi.
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III~ DISCUSSIOR

A/ Etude du régénérat en distraction

1) La zone centrale

a) La néo-ostéogenése

Les premiers signes du processus régénérateur se manifes-
tent par une prolifération des cellules de l'endoste et des cellules
peu différenciées de la moelle, se disposant sur le trajet des vails-
seaux.

La zone médiane présente rapidement un amas de ces cellu-
les peu différenciées, ou 1'on peut reconnaltre des fibroblastes.

Ces cellules élaborent des fibres de collagéne dans la
zone d'allongement. Les fibres s'organisent en micro-faisceaux dans
l'axe des tractions; elles présentent deux extrémités : 1'une est li-
bre et sert de support a la structuration de nouvelles fibres; 1'autre
est orientée vers une des extrémités osseuses et va servir de travée
directrice a l1l'ossification.

Quelle que soit leur origine, les ostéoblastes apparais-
sent trés rapidement et présentent tous les signes d'une intense acti-
vité de synthése. Au contact des fibres de collagéne, ils élaborent du
tissu préosseux sans direction préférentielle; il subit une minérali-
sation en nappe, comme peut 1l'attester 1'observation en lumiere ultra-
violette aprés double marguage a la tétracycline.

Sur le versant médullaire de la 2zone d'ostéotomie se
développe ainsi un réseau tridimensionnel de travées osseuses. La ré-
action périostée est peu importante, se manifestant par un relatif
épaississement dQu périoste au profit d'une prolifération des cellules
de sa couche interne.

C'est au début de la distraction que le rythme du pro-
cessus régénérateur est le plus rapide. Au niveau du diastasis se crée
un régénérat, représenté par des zones de formation osseuses soudées
aux extrémités fracturées des corticales, et séparées par une couche
intermédiaire transversale dont la structure cellulaire et fibreuse
est disposée longitudinalement.

Les travées osseuses du régénérat situées le plus prés de

la couche intermédiaire voient leurs extrémités se perdre dans son



N A
RORUAS]

épaisseur. A la surface des travées, les ostéoblastes sont trés nom-
breux et prennent volontiers une disposition épithélioide. La longueur
et 1'épaisseur des travées s'accroissent.

Au fur et a mesure de 1'allongement, ces travées se Lrou-
vent écartées de la zone intermédiaire alors gque se créent de nouvel-
les fibres de collagéne.

Les travées les plus anciennes voient leurs surfaces en
partie abandonnées par les ostéoblastes, et les premiers ostéoclastes
apparaissent.

¥n conséquence, les lacunes d'Howship, Jjusqu'alors in-
existantes, deviennent évidentes. Elles correspondent a une restruc-
turation du régénérat osseux, car de nouvelles générations d'ostéo-
blastes émergent et comblent les lacunes de résorption par un nouveau
tissu préosseux, mais & orientation lamellaire. Celui-ci se minéra-
lisera selon un front comme l'atteste 1'observation en lumiére ultra-
violette aprés double marquage a la tétracycline.

b) La zone fibreuse d'allongement

Elle devient visible vers le l4éme jour; elle comble le
défect entre les fragments osseux. Radiologiquement, elle est visuali-
sée par une structure dense orientée longitudinalement.

En largeur, le régénérat est identique ou légérement su-
périeur au diamétre des extrémités osseuses. On constate une région
plus claire au milieu du régénérat sur une hauteur de 1 a 4 mm. C'est
la zone de croissance du régénérat. On observe par ailleurs une région
plus claire au niveau des extrémités osseuses, correspondant a la
réapparition du canal médullaire et la formation de fine corticale.

Dans de bonnes conditions d'allongement, ni trop rapide,
ni trop lent, et pendant toute la période de cet allongement, 1'épais-
seur de la fibrose centrale reste sensiblement constante, avec une
orientation longitudinale des fibres de collagéne.

Si la vitesse d'allongement est trop lente, la couche in-
termédiaire est pénétrée par des travées osseuses qui réalisent de pe-
tits ponts et réunissent les structures osseuses du régénérat. Dans
1'épaisseur de la couche, on remarque la rupture de certains de ces
petits ponts osseux. C'est ainsi qu'il se produit également de petites

hémorragies.



51 la vitesse d'allongement est trop rapide, 1'épaisseur
de la fibrose s'accroit; les fibroblastes n'assurent plus une synthése
suffisante de fibres de collagéne. En conséguence, le réseau osseux
qui en résulte ne présente pas une belle organisation en mailles.

Si la stabilité n'est pas correctement assurée, des for-
ces de cisaillement s'exercent au niveau du diastasis; les fibres de
collagéne prennent une orientation selon le cisaillement, c'est-a- di-
re perpendiculaire a 1'étirement. La néo-vascularisation est également
perturbée, les cellules mésenchymateuses se différencient non plus en
ostéoblastes, mais en chondroblastes qui, en utilisant les fibres de
collagéne comme travées directrices, élaborent du tissu cartilagineux
visible par plages au niveau méme de la fibrose.

2) Les corticales

Au cours de 1'allongement, les extrémités fracturées se
trouvent progressivement écartées 1'une de l'autre et ne réalisent ja-
mais leur union directe. Certaines travées osseuses néoformées du
régénérat se soudent aux corticales. Parallelement, ces corticales su-
bissent en partie une résorption active.

3) L'anneau osseux externe

Le régénérat déborde en largeur les extrémités fracturées.
I1 se forme un cal osseux externe qui utilise comme support le versant
externe des corticales et comme travées directrices les fibres de
Sharpey qui sont étirées par la traction, c'est a dire vers la zone
d'allongement.

Les stratifications périostiques des fragments, au fur et a
mesure qu'elles se rapprochent du diastasis, prennent ainsi progres-
sivement une orientation longitudinale et se mélent a la fraction os-
seuse du régénérat.

A la périphérie de ces stratifications se produisent des
phénoménes de corticalisation : il se forme une fine couche continue,
génératrice de la future nouvelle corticale. Pour l'instant et jusqu'a
la fin de 1'allongement, au niveau du diastasis persiste la fibrose de

croissance.



B/ Fin de la distraction

1) La zone centrale

I1 se produit une substitution relativement rapide de la
zone de croissance par un réseau de travées osseuses qui perd sa di-
rection longitudinale. Ensuite, le canal médullaire commence a se des-
siner par résorption ostéoclastique des travées; le réseau osseux ne
subsiste que par de petites mailles qui finissent par s'estomper.

2) Les corticales

Nous avons vu que 1'anneau osseux externe se formait en uti-
lisant 1'ancienne corticale comme support. Les régions proches de 1la
zone d'allongement ne participent donc pas a la mise en place de la
nouvelle corticale et sont en conséguence progressivement résorbées de
la méme maniére que le cal interne.

3) L'anneau osseux externe

La zone externe du régénérat subit une compactisation et un
épaississement tant au niveau de la partie néoformée qu'au niveau des
fragments diaphysaires subsistants. De plus, la couche corticale du
régénérat et des fragments diaphysaires comporte trois a quatre
niveaux alternés de tissu osseux compact conditionné apparemment par
une disposition anarchique des ostéones.

C/ Etude des tissus mous de la zone d'allongement
Pendant toute la durée de l'allongement, et sous l'influence de
la traction, les cellules des tissus mous biologiquement associés (et
en particulier les fibroblastes) présentent une grande activité de
synthése dans et autour de ia zone de formation du régénérat (ILIZAROV
et coll., cités par PLAWESCKI, 1987).

1) Les vaisseaux

De nombreuses modifications se produisent dans la zone d'al-
longement : les vaisseaux s'orientent parallélement a l'axe de la
traction, les cellules endothéliales se multiplient activement, ainsi
que les cellules musculaires lisses de la média. Dans les arteres de
calibre relativement important est notée une destructuration de 1la
limitante élastique interne.

Au total, on constate une augmentation du flux vasculaire et du

lit capillaire.
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2) Les nerfs

On constate 1l'apparition de nouvelles fibres nerveuses dont
les axes sont plus ou moins myélinisées (ILIZAROV et coll., cités par
PLAWESCKI, 1987).

Des atteintes nerveuses sont possibles pour des allongements
mal conduits, provoqués essentiellement par une ischémie due a des
perturbations de la micro-circulation.

3) lLes muscles

Les muscles sont distendus et élaborent de nouvelles myofi-
brilles. Différents stades de la myogénése peuvent &tre observés.

Pour une ostéotomie diaphysaire simple, 1'allongement se si-
tue essentiellement a son niveau. Pour une ostéotomie double, l'allon-
gement est observé dans le corps musculaire et dans le tendon. Si
1'ostéotomie est basse, l'allongement est réalisé en zone tendineuse.

4) La peau

L'épiderme suit 1'allongement osseux, avec une augmentation

paralléle des follicules pileux et une hypertrophie des glandes séba-

cées. Les foyers pileux sont trés resserrés.

V- CONCLUSION

Les anciennes affirmations selon lesquelles, en tension cons-
tante au niveau de la zone interfragmentaire, ne se forme qu' un tissu
pauvre en fibres, amenant la formation d'un régénérat endomembranaire
dont l'organisation finale se ralentit, ne sont pas en accord avec les
observations.

Au contraire, la distraction suscite une poussée nette de la
réaction réparatrice endostéale. La croissance de 1'os en ostéosynthé-
se distractionnelle se fait par un retour a 1'ostéogenése de type
endomembranaire, sur la base d'une couche intermédiaire unificatrice
d'ou naissent deux fronts d'ostéogenése, sans intermédiaire cartilagi-
neux. Elle peut &étre comparée a l'ossification des os plats (type

volte du crane).



CHAPITRE Iv

ACTION DES ANTIMITOTIQUES SUR L'ALLONGEMENT CHEZ LE LAPIN



I- INTRODUCTIOH

Cette partie expérimentale étudie la consolidation osseuse en dis-
traction chez un animal soumlis a une chimiothérapie anticancéreuse.
Son but est d'établir s'il est possible de reconstruire un segment de
membre alors méme que cet animal est soumis a des antimitotiques.

I1 paraissait intéressant d'établir si 1'utilisation de la méthode
d'Ilizarov pouvait étre adaptée a la reconstruction des membres aprés
résection osseuse pour ostéosarcome chez 1'enfant. Les techniques de
la reconstruction osseuse pour ostéosarcome classiquement utilisées
sont les suivantes :

- soit les transferts de greffon osseux vascularisé; il s'agit
d'une technique particuliérement lourde et aléatoire, source
d'une pathologie latrogéne sur la zone donneuse,

- soit 1'utilisation de prothéses. Celles-ci ne peuvent &tre
toutefois utilisées chez 1'enfant jeune en raison de la
croissance, et leur avenir reste inconnu en ce gui concerne
1'enfant plus &gé.

La technique d'Ilizarov permettrait, gquant a elle, de reconstruire
un grand segment osseux, sans apport de greffon ou de prothése, ce qui
est donc particuliérement intéressant chez 1'enfant.

Il s'agissait de rechercher au préalable par cette étude expéri-
mentale si la chimiothérapie n'inhibe pas totalement la reconstruction
osseuse. C'est pourquoi un minifixateur a été spécialement mis au
peint pour la patte arriére du lapin.

Cette recherche expérimentale se propose donc de définir les ef-
fets :

- du méthotrexate seul, antimétabolite antifolique trés large-

ment utilisé,

- ou du méthotrexate associé & la doxorubicine, antracycline

également trés largement utilisé.

Le méthotrexate est un inhibiteur compétitif du métabolisme de
l'acide foligue, agissant en particulier sur 1la dihydrofolate-
réductase. Les différents métabolites de l'acide foligue interviennent

comme cofacteurs dans la synthése des acides nucléiques; leur inhi-
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bition interfére dans la synthése de 1'ADN et des différents ARN.

La doxorubicine, quant a elle, est connue pour s'intercaler entre
deux paires adjacentes de 1'ADN nucléaire, provoquant une inhibition
de la réplication de 1'ADN. Dans ces conditions, elle empéche la divi-
sion cellulaire et la transcription de 1'ARNm ainsi que la syntheéese

protéique (FRIEDLANDER et coll., 1984).

II- MATERIEL ET METHODES

A/ L'animal d'expérimentation

Les lapins ont été répartis en trois lots pour 1'expérimenta-
tion.

- Le premier lot est le groupe témoin qui a fait 1'objet
d'une étude dans le chapitre précédent. La patte arriére a été allon-
gée; 1'animal n'a été soumis a aucune médication.

- Dans le deuxiéme lot, les lapins ont été soumis, outre
l'allongement, & une mono-chimiothérapie prolongée au méthotrexate.

- Pour le troisiéme lot, outre l'allongement, les animaux
sont soumis a une double chimiothérapie associant doxorubicine et mé-
thotrexate.

A la date prévue, le sacrifice est effectué, le matériel enle-~
vé, et la consolidation clinigue et radiologique étudiée. Le tibia est
ensuite prélevé, immergé dans 1l'alcool a 70° pour inclusion sans dé-
calcification dans le méthylméthacrylate.

B/ La chimiothérapie

La chimiothérapie débute quinze jours avant le début de l'allonge-
ment et se poursuit jusqu'au sacrifice.

Le méthotrexate est administré par voie sous-cutanée, a la dose de
130 mg/kg tous les trois Jjours, ce gqui correspond a des injections
unitaires de 350 & 450 mg en fonction du poids de 1'animal.

La doxorubicine est administrée en injection intra-veineuse lente,

a la dose de 5mg par semaine jusqu'a la date du sacrifice.
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ITII- RESULTATS

A/ Groupe méthotrexate
1) Lapin 219

La compactotomie est réalisée sur la patte arriére
droite; le montage se révéle rapidement instable par suite de frac-
tures au niveau des deux cercles inférieur et supérieur et nécessite
la mise en place d'un troisiéme cercle dans la région du pied. Cepen-
dant, 1'évolution se fait vers la pseudoarthrose sur le cercle infé-
rieur, bien que la consolidation du trait supérieur soit obtenue en 2
mois 1/2.

Le prélévement est effectué & 10 semaines pour un allon-
gement de 15 mm. Il se révéle ininterprétable du point de vue histolo-
gique.

2) Lapin 255

Le montage est réalisé sur la patte arriére gauche, mais
se révéle instable dés sa mise en place, avec perte de contact des
surfaces corticales fracturées. Un cal d'aspect radiologique correct
apparalt a la 7° semaine, mais au prélévement, le foyer d'allongement
se révele toujours instable; la consolidation n'est pas acquise.

L'allongement obtenu était de l'ordre de 0,5 cm en 12 se-
maines.

3) Lapin 256 (Planche XI, Figure 86)
- Aspect clinigue

L'allongement obtenu est de 1 cm & 2 mois 1/2; il appa-
rait bien étoffé, sans trait visible. Le prélévement est solide, mal-
gré la translation entre les extrémités du foyer. Il s'agit apparem-
ment d'un bon exemple.

Le prélévement est réalisé & 8 semaines pour un allonge-
ment de 1'ordre de 10 mm.

- Aspect histologique

L'allongement passe dans la zone d'insertion du péroné
sur le tibia. Il s'agit d'une fin de consolidation : en effet, la fi-
brose centrale et le cal interne apparaissent déja largement résorbés.

Les deux corticales sont unies par un cal externe largement débordant.



4) Lapin 257
- Aspect clinique

L'allongement réallsé atteint 1 cm et semble bien consoli
dé, puisqu'il apparalit radiologiquement & 1 mois et présente un bel as
pect & 2 mois, avec absence de trait. Il faut pourtant noter la pré-
sence d'un volumineux hématome de la patte.

Le prélévement est effectué a 8 semaines (J 63).

- Aspect histologique

Ce cas indique les difficultés gui peuvent @&tre rencon-
trées au cours d'une expérimentation puisqu'aucun signe d'allongement
ne peut &tre réellement analysé (?).

5) Lapin 263 (Planche XI, Figure 84)
- Aspect clinique

Pour un allongement de 1 cm, la consolidation n'apparalt
pas acquise; en effet, le cal est peu abondant a 1 mois et semble évo-
luer vers la pseudoarthrose. Bien plus, le cercle supérieur présente
une instabilité par glissement gui n'est corrigée qu'apres trois se-
maines.

Le prélévement est réalisé a 7 semaines (J 47).

- Aspect histologique

L'écart interfragmentaire est important, vide de toute
structure histologique analysable.

Des colliers osseux externes de Ham se développent; ils
apparaissent fibreux en périphérie et cartilagineux jusque dans la ca-
vité médullaire. Cependant, aucun pont unitif n'est jeté.

6) Lapin 265 (Planche XI, Figure 86)
- Aspect clinique

Un allongement important a pu &tre mené a bien (1,7 cm)
car le montage s'est révélé d'emblée stable. En effet, 1'apparition du
cal a été observée @és 1 mois. A 2 mois, le cal présentait une hyper-
trophie qui s'accentuait encore a 3 mois.

Le prélévement est opéré a 14 semaines (J 105).

- Aspect histologique

Le cal est trés étoffé avec les anciennes corticales lar-

gement résorbées. Le cal externe, bien orienté, est fibreux, avec ce-

pendant quelques plages cartilagineuses dont la matrice se calcifie a



proximité de vaisseaux, et subit 1'ossification eudochondrale.
La zone interne d'allongement présente deux régions :

-~ 1'une, a fibres longitudinales, est bien vasculari-
sée;

- l'autre, a fibres transversales, est {ibro-cartila-
gineuse, mais subit cependant l'ossification endo-
chondrale.

7) Lapin 278 (Planche XI, Figure 85)
- Aspect c¢linique
L'allongement de 1 cm a nécessité la mise en place d'un
montage a 3 cercles. Le cal présente un bel aspect a 1 mois. La conso-
lidation radiographique et macroscopigque est obtenue a 2 mois.
Le prélévement est opéré a 8 cm {(J 60).
- Aspect histologique
Les anciennes corticales sont encore bien en place. La
consolidation est surtout obtenue par la présence d'un anneau osseux
externe mince et parfois discontinu. Les deux cals interne et externe
sont pauvrement représentés par guelques 1lots ou travées atrophiques
et mal anastomosées. Il n'y a apparemment ni fibrose, ni cartilage. La
moelle est riche, a petites cellules.
B/ Groupe méthotrexate + doxorubicine
1)} Lapin 329
Cet. animal décede treés rapidement (J 10) des suites d'une
hémorragie bucco-nasale. L'autopsie révéle une absence d'hémorragie
interne; par contre, le colon est noir, infarci.

2) Lapin 329 bis

Le montage est d'emblée stable, mais présente un défaut
de rotation a J 13. Le décés survient 2 jours plus tard pour des rai-

sons mal définies. Le montage est resté stable.

3) Lapin 330

IL.e jour du montage, une fracture se produit au niveau des
cercles inférieur et supérieur, nécessitant le montage de 2 cercles
supplémentaires. Le décés intervient a J7, en relation probable avec

1'intervention.



4) Lapin 335
j.a mise en place du montage provogue une fracture au ni-
veau du cercle inférieur et nécessite la pose d'un 3° cercle pour
assurer la stabilisation. La radiographie montre l'existence d'un 3°
fragment. Une infection se déclare a J 7 dans la région de la broche
inférieure; elle est vraissemblablement & 1l'origine du décés a J 21.
5) Lapin 339 (Planche XII, Figure 94)
- Aspect clinigue
Le montage apparalt d'emblée stable et ne pose aucun
probléme particulier. Cependant, la broche inférieure s'infecte & J 7
et une fracture se produit sur le cercle inférieur a J 39. Deux jours
plus tard, 1'animal décéde a l'induction de 1'anesthésie pour montage
d'un 3° cercle. Le prélévement est en conséqguence réalisé; il révéle
un cal solide et complet, régulier, pour un allongement de 10 mm. A
distance du foyer de cet allongement sont observées des atteintes os-
seuses & type de diaphysite et de médullite certainement responsables
de la fracture pathologique.
- Aspect histologique
L'anneau externe osseux est complet, unitif; il est
légérement débordant par rapport aux corticales On observe gquelques
traces de matrice cartilagineuse calcifiée au sein des travées de tis-
su osseux primaire.la compactotomie a respecté 1l'artére centro-médul-
laire bien visible au centre de la diaphyse. La moelle est assez adi-
peuse. Il n'y a plus de zone d'allongement fibreuse. Elle est rem-
placée par un réseau de petites travées a nombreux liserés préosseux
et a ostéoblastes en disposition épithélioide. Les surfaces de résorp-
tion ostéoclastique sont également bien représentées.
6) Lapin 343
A la mise en place du montage, le cercle supériesur se réveéle
instable, ce gui nécessite la pose d'un 3° cercle au niveau supérieur.
Celui-ci procure la stabilisation de l'ensemble. A J 7, le cercle in-
termédiaire dont 1'utilité n’est plus évidente est enlevé. Le décés

survient a J9.



7) Lapin 344 (Planche XII, Figure 91)
- Aspect clinigue

Le.montage est stable dés sa mise en place. A J 22, 1'a-
nimal présente quelques griffes arrachées. L'infection gagnant, 1'am-
putation des léres phalanges des 3 derniers orteils se révéle
nécessaire & J 25. Une suppuration de la broche supérieure se
manifeste. Le prélévement est réalisé a J 35 pour un allongement de 15
mm. L'analyse macroscopique montre un foyer mobile, non consolidé,
recouvert d'un tissu fibreux .t la persistance de "trous timbre-
poste™. 11 n'y a pas d'infection du foyer, ni des broches de fagon
importante.

- Aspect histologique

I1 existe de nombreuses esquilles non résorbées qui ser-
vent parfois de support a l'ossification endoconjonctive.

Le cal externe est trés modéré avec un anneau osseux in-
complet.

Le foyer d'allongement est mince, mais complet. De nature
fibro-cartilagineuse, il est le siége d'une bonne formation osseuse
endochondrale. Les ostéoblastes sont bien représentés.

8) Lapin 345
- Aspect clinique

Le montage est stable a la pose, mais une fracture se
produit rapidement dans le cercle inférieur (J 2). Son évolution est
tout: & fait favorable, puisqu a J 36, l'examen radiologique montre un
cal continu et consolidé. Le déroulement de 1'expérimentation se pour-
suit sans probléme et le prélévement est réalisé a J 74 pour un allon-
gement de 15 mm. Le régénérat apparait solide.

- Aspect histologigque

Le cal externe est complet, légerement débordant. L'an-
neau osseux est en cours de corticalisation. La zone fibreuse d'allon-
gement a disparu et il ne subsiste que quelques travées osseuses atro-
phiques dans la cavité médullaire. Celle-ci est occupée par un tissu
discrétement fibreux et apparait trés vascularisée.

%) Lapin 357 (Planche XII, Figure 90)
- Aspect clinique

Le montage est stable a la pose. Un hématome est observé
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au niveau postéro-externe; il sera résorbé. A J 21, un contrdle met en
évidence une ébauche de cal radiologique. Le prélévement est réalisé &
J 45 pour un allongement de 20 mm. Macroscopiquement, le cal semble
non consolidé, mobile.

- Aspect histologique

Il existe une angulation des deux fragments.

La zone d'allongement est concave, occupée par une fibro-
se d'épaisseur importante et paralléle a 1'axe osseux. Elle subit peu
le processus de 1'ossification. Par endroits, elle est le siege d'une
évolution cartilagineuse. Le cal interne est limité, avec des plages
de matrice cartilagineuse calcifiée.

Le cal externe, lui aussi mince, parait corriger 1'angu-
lation. .

10) Lapin 358
Le montage est stable, la compactotomie ne présente pas de
pointillés. Le décés survient a J 28 pour des raisons mal définies.
L‘analyse.macroscopique révéle l'absence de consolidation; le foyer
apparait mobile. Le prélévement est de mauvaise qualité.
11) Lapin 362 (Planche XII, Figure 95)
- Aspect clinique

Le montage est d'emblée stable. L'ostéotomie effectuée au
ciseau est franche, sans aucun refend. Le prélévement est opéré a J 43
pour un allongement de 12 mm. Le cal paralt solide avec persistance du
trait. v

- Aspect histologique

Le cal est trés peu débordant. Le foyer d'allongement est
d'épaisseur moyenne, bien vascularisé, avec cependant quelques plages
cartilagineuses. Le régénérat interne apparait bien constitué avec de
nombreuses petites travées paralléles 3 l'axe squelettique.

Le cal externe est limité, non-unitif au niveau du dias-
tasis. Il corrige un léger défaut 4d'angulation.

12) Lapin 363 (Planche XII, Figure 96)
- Aspect clinique

Le montage est effectué sur la patte arriére droite. Au-

cun événement particulier ne sera a signaler. Jusqu'a J 51, date du

prélévement pour un allongement de 13 mm.
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- Aspect histologique
Le cal est peu débordant. La zone d'allongement est bien
vascularisée. On n'observe pas de tissu cartilagineux au niveau du cal
interne. Celul-cli présente une fibrose dense paralléle a l'axe osseux
et s'ossifie réguliérement.
Il n'y a pas d'angulation, et le cal externe reste dis-

cret, avec quelques plages cartilagineuses.
IV- DISCUSSION

L'allongement moyen réalisé est de 1,3 cm, ce qui correspond pour
le tibia du lapin a un gain de longueur de 11 %, avec des extrémes de
0,5 a 2,0 cm.-

Cet allongement est équivalent dans les trois groupes d'animaux
(témoin, mono- ou bichimiothérapie).

Les échecs de la technique sont analogues dans ces mémes trois
groupes, a savolr sepsis sur broche, pseudoarthroses lides a un monta-
ge insuffisamment stable, cachexie, ... etc.

* Lot témoin.

Dans ce lot, le régénérat apparalt a la radiographie vers 1la
troisiéme semaine. A un mols, le cal est volumineux; et la consolida-
tion est réalisée en huit semaines dans cing cas avec un cal homogéne
et fusifofme.

Seul un animal a présenté un retard de consolidation & 12 se-
maines, alors qu'un autre a évolué vers la pseudoarthrose. Cet échec
s'explique par 1'instabilité du montage provoqué par une ostéolyse au
niveau des broches.

Un important cal externe se forme de maniére constante; prenant
appui sur les corticales, il forme de nombreuses travées osseuses.

Le cal interne est également volumineux : la partie centrale de
la zone d'allongement est le siége d'une fibrose, c'est la zone de
croissance. A ce niveau, les ostéoblastes utilisent les fibres de col-
lagéne comme travées directrices.

* Lot A (allongement + méthotrexate).

La consolidation a été obtenue trois fois en huit semaines, et

trois autres fois de maniére plus tardive a respectivement dix, douze
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PLANCHE XI
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Figure 81 : Lapin n® 258 (x1) Allongement

La consolidation n'est pas obtenue. Une instabilité du
montage a provoqué des phénoménes de cisaillement, responsable de
l'apparition de tissu cartilagineux.

Figure 82 : Lapin n® 264 (x1) Allongement

Le montage est stable, mais la 2zone d'allongement ne
présente qu'une fibrose discréte. Un pont osseux est jeté depuis le
péroné vers le tibia.

Figure 83 : Lapin mn® 291 (x1) Allongement

Bon exemple.

Le diastasis est occupé par une belle fibrose sur laguelle
se développe un réseau trabéculaire de tissu osseux primaire et qui
autorise le passage de la vascularisation.

L'anneau osseux externe est de belle qualité.

Figure 84 : Lapin mn°® 263 (x1) Allongement + Méthotrexate
La zone d'allongement est peu fibreuse. La consolidation
parait réalisée par une fibrose et un cal osseux externe.

Figure 85 : Lapin n® 278 (x1) Allongement + Méthotrexate

L'espace interfragmentaire est important.

La zone d'allongement est décalée vers la gauche avec un
régénérat osseux discret. L'anneau osseux externe est étroit, mais
présent.

Figure 86 : Lapin n® 256 (x1) Allongement + Méthotrexate

Fin d'allongement.

Les deux corticales sont réunies par un anneau osseux
externe corticalisé. La zone d'allongement est passée également par
1l'attache du péroné sur le tibia. L'ensemble est bien étoffé.

Figure 87 : Lapin n°® 265 (x1) Allongement + Méthotrexate

Bon exemple.

La zone d'allongement est fibreuse. De part et d'autre se
développe un réseau de petites travées qui forment un cal interne
important. L'anneau osseux reste discret.

Figure 88 : Lapin n°® 265 (x8)

Le diastasis est bien vascularisé, ce qui autorise le
développement des fibres paralléles au sens d'allongement. Il existe
quelques petites zones hypervascularisées ou apparait transitoirement du
tissu cartilagineux.
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Figure 89 : Méme vue que la figure 88 Lumiére polarisée (x8)

Dans les régions vascularisées, la fibrose affecte la méme
direction gue l'allongement; dans les régions hypoxiques, la fibrose est
transversale.

Figure 90 : Lapin n° 357 (x32) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine
Lumiére polarisée
Le diastasis est beaucoup plus épais, et semble présenter un
retard d'ostéogénése. Cependant, la fibrose d'allongement est présente.

Figure 91 : Lapin n° 344 (x1) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine
Le diastasis affecte la forme d'un N, avec une zone
intermédiaire ossifiée. Le cal externe est peu important.

Figure 92 : Lapin n® 357 (x1) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine
Les deux fragments présentent une angulation. La zone
d'allongement fibreuse est épaisse, le cal externe absent.

Figure 93 : Lapin n°® 364 (x1) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine
Bel exemple.
Le diastasis autorise la mise en place d'un réseau
trabéculaire important, et laisse passer des vaisseaux
centromédullaires. L'anneau osseux externe est discret.

Figure 94 : Lapin n° 339 (x1) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine
Fin d'allongement.
La zone centrale fibreuse a disparu. Le réseau trabéculaire
est homogéne; l'anneau osseux externe se corticalise a distance.

Figure 95 ; Lapin n°® 362 (x1) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine

Bien gue la compactotomie ait été oblique, 1'allongement se
fait par une zone fibreuse également oblique. Le régénérat interne est
bien développé, 1'anneau osseux discret.

Figure 96 : Lapin n°® 363 (x1) Allongement + Méthotrexate + Doxorubicine

L'allongement est de bonne qualité, avec une fibrose
d'épaisseur moyenne et un bon réseau trabéculaire. Le cal n'est pas
débordant.






et treize semaines.

Un animal est décédé a huit semaines, des suites d'une infec-
tion locale, sans avoir consolidé.

Un troisiéme cercle a été nécessaire dans deux cas, le trait de
compactotomie irradiant vers le cercle inférieur.

La consolidation apparalit donc atteinte en 9,8 semaines en
moyenne, contre 9,5 pour le groupe témoin.

Sur le plan radiologique, la date d'apparition du régénérat
n'est pas retardée. Celui-ci reste homogéne, fusiforme, mais est lége-
rement moins dense que dans le groupe témoin.

Sur le plan histologique, la zone d'allongement est presque
toujours présente; elle est le siége d'une importante fibrose paral-
léle & 1l'axe squelettique. Celle-ci subit réguliérement 1l'ossification
endomembranaire. Latéralement se développe un cal externe formant un
pont au niveau du foyer d'allongement.

Dans deux cas ont été mises en évidence des plages de cartilage
hyalin au sein du régénérat, consécutives a un montage instable du
fait d'une ostéolyse au niveau des broches.

* Lot B (allongement + méthotrexate + doxorubicine).

L'importante toxicité médullaire et cardiaque a été responsable
du décés précoce d'un certain nombre d'animaux. Ceux-ci n'ont pas été
inclus dans 1l'analyse afin de ne pas biaiser les résultats.

Au total, cing animaux ont subi plus de huit semaines de chi-
miothérapie (et six semaines d'allongement).

Quatre présentaient une consolidation radiologique a six, sept,
huit et onze semaines. L'un est décédé i six semaines de complications
générales, mais avec un régénérat visible a la radiographie.

Le cal apparait de volume moins important que dans les deux
autres groupes, mais se renforce progressivement, puisqu'un seul cas a
évolué vers la pseudoarthrose.

Ces constatations sont retrouvées en histologie, avec une pré-
dominance marguée du cal interne; sa fibrose d'allongement évolue tou-
jours vers l'ossification endomembranaire. Par contre, le cal externe
apparalt trés déprimé.

Avec 1l'arrét de l'allongement et de la bichimiothérapie, le ré-

générat se renforce de fagon constante.
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La chimiothérapie occupe actuellement une place importante dans le
traitement des ostéosarcomes, en complément régulier de la chirurgie.

Il s'agit, en fait, d'une polychimiothérapie élaborée selon des
protocoles variés, mais comportant presque invariablement du métho-
trexate et de la doxorubicine.

Les effets secondaires du méthotrexate sur le squelette, en clini-
gque humaine, ont été rapportés par plusieurs auteurs, qu'il s'agisse
de douleurs osseuses, de raréfactlion de la trame osseuse (STANISAV-
JEVIC et BABCOCK, 1977) ou de "fractures spontanées", pouvant évoluer
vers la pseudoarthrose chez des enfants traités pour une leucémie.

En étudiant chez le rat 1l'effet du méthotrexate sur la néoforma-
tion osseuse hétérotopique expérimentale, NILSSON constate une forte
inhibition de 1'induction osseuse, persistant au moins trois semaines
(NILSSON et coll., 1984).

FRIEDLANDER et coll. (1984) étudie également chez le rat les ac-
tions du méthotrexate et de la doxorubicine sur le tissu osseux. Ils
constatent un effet néfaste sur les reméniements physiologiques de ce
tissu; en effet, la néoformation apparait diminuée de 30 %.

Ces notions sont confirmées a propos de l'incorporation de greffes
osseuses chez le chien par BURCHARDT : utilisé isolément, le méthotre-
xate perturbe modérément 1'ostéogénése; mals 1'association méthotrexa-
te-doxorubicine perturbe largement 1'ostéogénése et accroit la résorp-
tion périphérique des greffons osseux (BURHARDT et coll., 1983).

L'étude présente, réalisée chez le lapin, confirme ces données en
précisant certains points :

- Le méthotrexate, utilisé seul, perturbe peu la néo-ostéogené-
se, alors que l'association méthotrexate-doxorubicine 1l'atteint plus
profondément. En particulier, le cal externe est atrophique, alors que
le cal interne présente toujours une belle fibrose, siége d'une os-
sification endomembranaire.

- La date d'apparition du régénérat interne n'est pas retardée.
I1 semble homogéne, suffisant pour l'obtention de la consolidation os-
seuse en distraction.

- La consolidation osseuse a pratiquement toujours été obtenue
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dans cette expérience de distraction, malgré la chimiothérapie, avec
un délai a peine majoré par rapport au groupe témoin.

Cette expérimentation démontre et confirme les possibilités de
néo~ostéogenése obtenue grace a la méthode d'llizarov. Certes, la chi-
miothérapie diminue le volume, mais non la qualité du régénérat ob-
tenu, sans l'inhiber. La consolidation osseuse en distraction parait
donc possible, malgré une chimiothérapie au long cours.

Ainsi, les résultats de cette expérimentation sont encourageants
et représentent une alternative intéressante pour la reconstruction de

segments de membres aprés exérése de tumeurs osseuses.
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Par rapport a la Dbiopsie osseuse chirurgicale classique,
l'histomorphométrie osseuse avec étude quantitative et dynamique de
1'os présente plusieurs avantages :

- qualité du prélévement qui respecte l'architecture de l'os
spongieux et de l'os cortical,

- réalisation de belles coupes qui permettent une étude du tis-
su préosseux et de sa minéralisation,

- étude quantitative statique et dynamique de la vitesse de
calcification grice au double marquage par la tétracycline.

Cependant, elle a pour inconvénient sa lenteur. En effet, le délai
d'obtention-d'un bloc d'inclusion d'excellente qualité est d'environ
deux mois, et la seule lecture requiert au minimum deux heures car
plusieurs coupes non consécutives doivent 8tre étudiées.

Ces dernieres années ont vu se développer des méthodes utilisant
les technologies les plus avancées pour quantifier le contenu minéral

osseux

la radiogrammétrie,
- l'ahsorptiométrie biphotonique,
- l'activation neutronique,
- la tomodensitométrie traitée par ordinateur.

Ce sont des méthodes fiables, non invasives, reproductibles et a
effets secondaires minimes (faible irradiation).

T1 faut cependant souligner qu'elles ne remplacent pas la biopsie
osseuse qui, seule, peut éliminer des ostéopathies "déminéralisantes"
pouvant prendre le masque de l'ostéoporose, et permet d'acquérir les
connaissances essentielles sur les cellules osseuses, leur physiologie
et les orientations thérapeutiques.

L'intérét de 1'inclusion sans décalcification ne se limite pas a
la morphométrie osseuse de 1l'adulte. En effet, nous avons vu que 1l'os
de l'enfant est mal connu, car la nécessité d'une biopsie osseuse est
le facteur limitant majeur. Néanmoins, avec des prélévements réalisés
dans de bonnes conditions, l'histologie permet de mieux comprendre les
mécanismes qui régissent la croissance, le modelage et le remodelage.

Elle apporte par ailleurs au médecin de précieux renseignements sur la



qualité de certains rachitismes, 1'étiologie de certaines ostéopo-
roses, la quantification de certaines raréfactions osseuses.

L'ostéogenése s'arréte avec la fin de la croissance. Cependant,
elle peut étre réactivée au cours de la consolidation des fractures.
Certes, il n'est pas indispensable de connaltre parfaitement la bio-
logie du tissu osseux pour obtenir la consolidation d'une fracture. De
tout temps, l'empirisme a permis de parvenir a des résultats cliniques
plus ou moins acceptables. Cependant, les méthodes thérapeutiques in-
terviennent largement sur le cours de la consolidation, et aucune
n'est dépourvue d'inconvénients; en particulier, une analyse purement
mécaniste de 1'os peut éventuellement aboutir & une catastrophe.

La succession des événements dans la guérison d'une fracture est
mise en lumiére par l'inclusion sans décalcification. L'hématome frac-
turaire a un role passif, se limitant probablement & un simple sup-
port. Les extrémités fracturées se raréfient et ne participent pas
directement au processus de réparation. Le cal interne reste souvent
discret et peu unitif. L'essentiel de la réparation dépend de
l'activité progressive du périoste reconstitué sous la forme d4'un
auvent, d'un anneau externe de tissu osseux primaire, d'un réseau os-
seux trabéculaire & distance et de l'ossification de cartilage sous la
contention et le couvert de cet anneau.

Il existe une littérature relativement abondante (mais souvent en
langue russe) sur le régénérat en distraction chez 1'animal, mais non
chez 1'homme. L'inclusion sans décalcification permet 4'aborder avec
rigueur ce processus particulier d'ostéogenése en cours de dis-
traction. Le double marguage a la tétracycline apporte a cette étude
son originalité par 1'approche dynamigque et donne des informations
suffisantes pour prouver 1'efficacité de la méthode dans 1l'allongement
des membres par corticotomie puis distraction. Les prélévements,
réalisés a des temps trés différents indiquent que 1l'allongement doit
étre assuré de maniére trés lente et progressive, selon le rythme de
la reconsolidation osseuse.

L'expérimentation animale par son abord plus large compléte éga-
lement les connaissances fondamentales de cette néo-ostéogenese en
distraction.

La régénération osseuse en distraction s'écarte largement de la
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La régénération osseuse en distraction s'écarte largement de la
consolidation orthopédique puisqu'elle ne fait pas appel a un stade
transitoire cartilagineux, malis & une fibrose intermédiaire
d'élongation qui subit réguliérement l'ossification endomembranaire.

Les techniques de reconstruction osseuse aprés chirurgie d'exérese
conservatrice sont souvent lourdes et aléatoires. L'observation sans
décalcification permet également une approche réelle du régénérat
osseux en distraction; 1l'étude montre que cette technigue constitue
une alternative intéressante, alors méme que l'organisme est soumis a
une chimiothérapie anticancéreuse.

Le régénérat apparalt certes diminué dans ces conditions, mais il
conserve ses capacités de régénération osseuse et semble autoriser la
reconstitution de segments de membres aprés exérése de tumeurs

osseuses.



BIBLIOGRAPHIE



- 160 -

B lluiage «
£

<"3(... -
“Ton dg pmades™

ALBREKTSSON T. - Indirect and direct methods to study bone tissue. New
possibilities with titanium chamber.
Scand. J. Plast. Reconstr. Surg., 1982, S19, 18-20.

ALBRIGHT J.P., ALBRIGHT J.A., CRELIN E.S. - Osteogenesis imperfecta
tarda. The morphology of rib biopsies.
Clin. Orthop., 1975, 108, 204-213.

ALHO A., BANG G., KARAHARJU E., ARMOND I. - Filling of a bone defect
during experimental osteotaxis distraction.
Acta Orthop. Scand., 1982, 53, 1, 29-34.

ANDERSON W.V. - Leg lengthening.
J. Bone Joint Surg., 1952, 34 B, 150.

ANKER G., SCHEERS-DUBBELDAM K., NOORLANDER C. - An epoxy resin embed-
ding technique for large objects.
Stain Technol., 1974, 49, 183-188.

ARLOT M. - Les bases méthodiques de 1'histomorphométrie osseuse.
4° Séminaire de Rhumatologie, 1985. Le remodelage osseux. Du
normal au pathologigue. Clermont-Ferrand, 73-86.

ARNOLD J. - A method of embedding undecalcified bone for histologic
sectioning and its application to radioautography.
Science, 1951, 114, 178-180.

ARNOLD J., JEE W. - Embedding and sectioning bone and its application
to radiography.
Stain Technol., 1954, 29, 225-239.

ASHLEY C., FEDER N. - Glycol methacrylate in histopathology.
Arch. Pathol., 1966, 81, 391-397.

AUBINEAU C., AUDEBERT R. - Les polyméres organiques.
Presses Universitaires de France Ed., 1974, Venddme.

AUTIAN J. - Structure-toxicity relashionships of acrylic monomers.
J. Environ. Health Perpect., 1975, 11, 141-152.

AXELROD D. - Improved method for cutting undecalcified bone sections
and its application to radio-autography.
Anat. Rec., 1947, 98, 19-24.

BAILLAT X., TEOT L. - La circulation sanguine et l'‘'os.
in : Le Tissu Osseux, 1989, Sauramps Médical Ed., Montpellier, 67-
-86.

BIRKENHAGER-FRENKEL D.H., CLERMONTS E.C.G.M., RICHTER H. - Histomor-
phometry by means of an x-y tabloid. Design of a computer program
: disposition of equipment.
Metab. Bone Dis. Rel. Res., 1980, 52, 453-457.



- 161 -

BLOOM G., FRIBERG V. - Schrinkage during fixation and embedding of
histological specimens.
Acta Morphol. Neerl. Scand., 1956, 1, 12-20.

BORDIER P., MATRAJT H., MIRAVET L., HIOCO D. - Mesure histologique de
la masse et de la résorption des travées osseuses.
Path. Biol., 1964, 11, 1238-1243.

BUHLER J. - Percutaneous cerclage of tibial fractures.
Clin. Orthop., 1974, 105, 276-282.

BURCHARDT H., GLOWCZEN-SRIE F.P., ENNEKING W.F. - The effect of adria-
mycin and methotrexate on the repair of segmental cortical auto-
grafts in dogs.

J. Bone Joint Surg., 1983, 65, 103-108.

BURNS J. - Preparation of thin epoxy resin sections from thick sec-
tions of paraffin-embedded material.
J. Clin. Pathol., 1970, 23, 643-645.

CAPASSO L. - Le Médecin dans 1l'Antiquité.
Atlas Ed., 1986, Paris..

CAVE E.F., BUCKE J.¥F., BOYD R.J. - Trauma management.
Year Book Medical Publishers, 1974, East Whacker Driver E4., Chi-
cago.

CAYRAC J., PRATZ A., BALAS D. - Technique de fixation et d'inclusion
rapides pour la microscopie électronique.
J. Microsc., 1978, 18, 401-406. '

CHAMBERS R., BOWLING M., GRIMLEY P. - Glutaraldehyde fixation in rou-
tine histopathology.
Arch. Pathol., 1968, 85, 18-30.

CHAMPEAU M. - Utilisation des matiéres plastiques en histologie norma-
male et pathologique.
Ann. Parasit. Hum. Comp., 1950, 25, 249-254.

CHAMPETIER G., SADRON C. - Macromolécules.
in: Encyclopedia Universalis, 1975, 10, 260-271, Paris

CHARNLEY J. - The close treatment of common fractures.
Churchill J. and A. Ltd, 1974, Livingston Ed., London.

CLERMONTS E.C.G.M., BIRKENHAGEL-FRENKEL D.H. - Software for histomor-
phometry by means of a digitizer.
Computer Method Programs Medicine, 1985, 21, 185-194.

COLE M., SYKES S. - Glycol methacrylate in light microscopy: a routine
method for embedding and sectioning animal tissues.
Stain. Technol., 1974, 49, 387-400.



COURPRON P., GIROUD J.M., BRINGUIER J.P., MEUNIER P.J. - Histomorpho-
métrie de 1l'os spongieux iliaque. Influence des techniques de pré-
paration et de lecture des coupes histologiques sur la détermina-
tion du volume trabéculaire osseux iliaque.

Lyon Méd., 1974, 232, 515-522.

COURPRON P., MEUNIER P.J., BRESSOT C., GIROUX J.M. - Amount of bone in
iliac crest biopsy. Significance of the trabecular bone volume.
Its values in normal and pathological conditions.
Bone Histomorphometry, 1976, 2° International Workshop, Lyon,
Meunier Ed., 39-53.

DANCKWARDT-LILLIESTROM G. - Reaming of the medullary cavity and its
effect on diaphysial bone. A fluorochromic, microangiographic and
study on the rabbit tibia and dog femur.

Acta Orthop. Scand., 1969, S5128.

DEICHMANN W. - Toxicity of methyl-, ethyl- and n-butyl methacrylate.
J. Industr. Hyg., 1941, 23, 343-351.

DELGADO E., RODRIGUEZ J., RODRIGUEZ J.L., MIRALLES C., PANIAGUA R.
Osteochondroma induced by reflection of the perichondrial ring in
young rat radii. .

Calcif. Tissue Int., 1987, 40, 85-90.

DELLING G., LUEHMANN H., BARON R., MATHEWS C.H.E., OLAH A.
Investigation of intra- and inter-reader reproductibility.
Metab. Bone Dis. Rel. Res., 1980, S2, 419-427.

DELLMAN H., PEARSON C. - Better epoxy resin embedding for electron mi-
croscopy at low relative humidity.
Stain Technol., 1977, 52, 5-8.

DUNCAN H., RAO S.D., PARFITT A.M. - Complication of bone biopsy.
Metab. Bone. Dis. Rel. Res., 1980, 52, 483-486.

ELIAS H., PAULY J.E., BURNS E.R. - Microscopie quantitative (stéréolo-
gie et morphométrie).
Histologie et micro-anatomie du corps. Traduction frangaise, 1984,
Piccini Ed., Padova, 547-577.

ELIE H. - Utilisation du méthacrylate comme matériel d'inclusion en
histopathologie. Mise au point technique. Résultats.
Thése Méd., 1978, Caen, 91 p.

ELLIS H.A., PEART K.M. - Quantitative observations on mineralized and
non-mineralized bone in the iliac crest.
J. Clin. Path., 1972, 25, 277-286.

ENGEN P., WHEELER. - N-butyl methacrylate and paraffin as an embedding
medium for light microscopy.
Stain Technol., 1978, 53, 17-22.



- 163 -

EVRARD H., DELTOUR D., HUBERT M. - Fractures capitales et diaphysaires
de 1'humérus chez l'enfant.
Acta Orthop. Belg., 1982, 48, 739-748.

FALLON M.D., TEITELBAUM S.L. - The interpretation of fluorescent te-
tracycline markers in the diagnosis of metabolic bone diseases.
Hum. Pathol., 1982, 13, 416-417.

FINCK H. ~ Epoxy resins in electron microscopy.
J. Biophys. Biochem. Cytol., 1960, 7, 27-39.

FINSEN V. - Osteopenia after osteotomy of the tibia.
Calcif. Tissue Int., 1988, 42, 1-4.

FREEMAN J., SPURLOCK B. - A new epoxy embeddment for electon micro-

scopy .
J. Cell Biol., 1962, 13, 437-443.

FRIEDENSTEIN A.J. - Determined and inducible osteogenic precursor
cells. Hard tissue growth, repair and mineralization.
Ciba Foundation Symposium, 1973, Excerpta Medica Foundation Ed4.,
Amsterdam.

FRIEDLANDER G.E., TROSS R.B., DOGANIS A.C., KIRKWOOD J.M., BARON R.
Effects of chemotherapeutic agents on bone -I- Short term metho-
trexate and doxorubicin (Adriamycin) treatment in rat model.

J. Bone Joint Surg., 1984, 66A, 4, 602-607.

FROST H.M. - Tetracycline labelling of bone and the zone of demarca-
tion of osteoid seams.
Can. J. Biochemic., 1962, 40, 485-489.

FROST H.M. - Bone remodelling dynamics.
Thomas C. C. Ed., 1963, Springfield.

FROST H.M. - The A.D.F.R. concept revisited.
Calcif. Tissue Int., 1984, 36 (4),349-353.

FROST H.M. - The skeletal intermediary organization : a synthesis.
in : Bone and Mineral Research, Peck W.A., 1985, Elsevier Ed.,
Amsterdam, 49-107.

FROST H.M. - Intermediary organization of the skeleton.
C.R.C. Press Ed., 1986, Boca Raton.

GABE M. - Techniques histologiques.
Masson et Cie Ed., 1968, Paris.

GANTER P., JOLLES G. - Histochimie normale et pathologique.
Gauthier-vVillard Ed., 1969, 1, Paris.

GARDNER E., GRAY D.J. - Prenatal development of the hip joint.
Am. J. Anat., 1950, 163-211.



- 164 -

GIBBONS I. - An embedding resin miscible with water for electron mi-

Croscopy.
Nature, 1959, 184, 375-376.

GIBBONS I. - A water miscible embedding resin for electron microscopy.
4° Congres International de Microscopie Electronique, 1960, 2,
55-58, Springer-Verlag Ed., Berlin.

GILBERTSON E. - A method of preparation of undecalcified bone sections
Med. Lab. Science, 1977, 34, 89-91.

GLAUERT A., ROGERS G., GLAUERT R. - A new embedding medium for elec-
tron microscopy.
Nature, 1956, 178, 803.

GLAEURT A., GLAUERT R. - Araldite as an embedding medium for electron

microscopy.
J. Biophys. Biochem. Cytol., 1958, 4, 191-195.

GREEN G. - A simple method for histological examination of bone marrow
particles using hydroxyethyl-methacrylate embedding.
J. Clin. Pathol., 1970, 23, 640-646.

GROSS U., STRUNTZ V. - Surface staining of sawed sections of undecal-
cified bone containing alloplastic implants.
Stain Technol., 1977, 52, 217-219.

GUDUSHAURY O.N. - Méthode simple d'ostéosynthése en compression.
Orthop. Trauma. Protez., 1967, 7, 86.

HAM A.W., HARRIS W.R. - Repair and transplantation.
in : Bourne G.H., Biochemistry and physiology of bone, 1971,
1/11, 338-399, Academic Press Ed., New-York.

HOCHMANN J. - Preparation of dry brain display specimens using metha-
crylate
Fol. Morphol., 1976, 24, 273-276.

HODSON E., DUNSTAN C., HILLS E., EVANS R. - Quantitative bone histolo-
gy in children, with chronic renal failure.
in : Bone histomorphometry, 3° International Workshop,
Sun Valley, 1980, 494.

HOSHINO M., KOBASHI H. - The use of glycol-methacrylate as an embed-
ding medium for histochemical demonstration of acid phosphatase
activity.

J. Histochem. Cytochem., 1971, 19, 575-577.

HVID I., JENSEN N.C., BUNGER C., SOLUND K., DJURHUUS J.C. - Bone mine-
ral assay : its relation to the mechanical strength of cancel-
lous bones.

Engineering Med., 1985, 14, 79-83.



- 165 -

ILIZAROV G.A., SOIBEIMAN A. - Clinical and experimental data on blood-

ness lengthening of lower extremities.
Eksp. Khir. Anesth., 1969, 14, 27-32.

JAWORSKY Z.F.G. - Coupling of bone formation to bone resorption : a
broader review.
Calcif. Tissue Int., 1984, 36, 531-535.

JOHNSON L.C. - Morphologic analysis in pathology : the kinetics of di-
sease and general biopsy in bone.
in : Frost H.M., 1964, Bone Biodynamics, Little and Brown E4d.,
Boston, 543-654.

JUSTER M. - Sur une méthode d'inclusion des pléces anatomiques.
Archiv. Anat. Cytol. Pathol., 1959, 7, 179-180.

JUSTER M., LAVAL-JEANTET M., OLIGO N. - Coloration et microradiogra-
phie. Une nouvelle technique de 1'os non décalcifié.
J. Microscopy, 1965, 4, 461-484.

JUSTER M., BALMAIN-OLIGO N. - Métaphyse et virole périchondrale.
Pathol. Biol., 1971, 19, 33-42.

KELLENBERGER E., SCWHAB W., RYTER A. - L'utilisation d'un copolymére
du groupe des polyesters comme matériel d'inclusion en ultramicro-
tomie. '

Experimentia, 1956, 12, 421-422.

KEMP H.S., MATTHEWS J.M. - The management of fractures in hamophilia
and christmas disease.
J. Bone Joint Surg., 1968, 50B, 351-358.

KERNEK C.B., WRAY J.B. -~ Cellular proliferation in the formation of
fracture callus in the rat tibia.
Clin. Orthop., 1973, 91, 197-209.

KRAGSTRUP J., MELSEN F. - Three dimensional morphology of trabecular
bone osteons reconstructed from serial sections.
Metab. Bone Dis. Rel. Res., 1983, 5, 127-130.

KUSHIDA H. - On an epoxy embedding medium for ultrathin sectioning.
J. Electr. Microsc., 1959, 8, 72-75.

KUSHIDA H. - A styrene methacrylate resin embedding method for ultra-
thin sectioning.
J. Electr. Microsc., 1961, 10, 16-19.

KUSHIDA H. - On ultraviolet polymerization of styrene mediums in em-
bedding for electron microscopy.
J. Electr. Microsc., 1962, 11, 128-130.

LACROIX P. - The internal remodeling of bones.
in : Bourne G. H., 1971, The Biochemistry and Physiology of Bone,
Academic Press Ed., New York, 119-144.



- 166 -

LAVAL~-JEANTET A.M., CHATEAU J.Y., BERGOT C., LAVAL-JEANTET M.,
KUNTZ D. - Comparaison de la tomodensitométrie et de l'histomor-
phométrie dans 1'étude de l'os normal et pathologique.
Pathol. Biol., 1981, 29 (3), 155-16l.

LAVAL-JEANTET M., LAVAL-JEANTET A.M., LAMARQUE J.L., DEMOULIN B. -
Evaluation de la minéralisation osseuse par tomographie computéri-
sée. Etude expérimentale.

J. Radiol., 1979, 60 (2), 87-93.

LEDUC E., MARINOZZI V., BERNHARD W. - The use of water soluble glycol
methacrylate in ultrastructural cytochemistry.
J. Roy. Micr. Soc., 1963, 81, 119-130.

LEDUC E., HOLT S. - Hydroxypropylmethacrylate. A new water miscible
embedding medium for electron microscopy.
J. Cell Biol., 1965, 26, 137-156.

LEDUC E., BERNHARD W., Recent modifications of the glycol methacrylate
embedding procedure.
J. Ultrastr. Res., 1967, 19, 196-199.

LEE R. - 2 hydroxyethyl methacrylate embedded tissues. A new method
complementary to paraffin embedding.
Med. Lab. Sciences, 1977, 34, 231-239.

LOW F., CLEVENGER M. - Polyester methacrylate embeddments for electron

microscopy.
J. Cell Biol., 1962, 12, 615-621.

LUFT J. - Improvements in epoxy resin embedding methods.
J. Biophys. Biochem. Cytol., 1961, 9, 409-414.

LUFT J. - Embedding media - o0ld and new.
in : Koehler J.K., Advanced Techniques in Biological Electron
Microscopy , 1973, 1-34, Springer-Verlag Ed., New York.

MAALQE O., BIRCH-ANDERSEN A. ~ On the organization of "nuclear mate-
rial"™ in Salmonella typhymurium.
Bacterial Anatomy 6° Symposium, 1956, 261-278, Société Générale de
Microbiologie EA.

MAC KIBBIN B. - The biology of fracture healing in long bones.
J. Bone Joint Surg., 1978, 60B, 150-162.

MAC LEAN F.C., URIST M.R. - Bone.
3° E4., 1968, 13, Univ. of Chicago Press Ed., Illinois.

MAC LEAN F. C., BLOOM W. - Calcification and ossification. Calcifica-
tion in normal growing bone.
Anat. Record., 1940, 78, 333-360.



- 167 -

MAC LEAN J., SINGER S. - Cross linked polyampholytes. New water solu-
ble embedding media for electon microscopy.
J. Cell Biol., 1964, 20, 518-521.

MALLUCHE H.H., SHERMANN D., MAKANA R., MASSRY S.G. - Comparison bet-
ween different histomorphometric methods.
Metab. Bone Dis. Rel. Res., 1980, S2, 449-451.

MARIE P.J., GLORIEUX F.H. - Histomorphometric study of bone remodel-
ling in hypophosphatemic vitamin D-resistant rickets.
Metab. Bone Dis. Rel. Res., 1981, 3, 31-38.

MARK H., GAYLORD N., BIKALES N. - Acrylic and methacrylic esters.
in : Encyclopedia of Polymer Science and Technology, 1964, 1,
246-328., Interscience Ed., New York.

» MARKS S.C., POPOFF S.N. - Bone cell biology : the regulation of deve-
lopment, structure and function in the skeleton.
Am. J. Anat., 1988, 183, 1-44.

MATRAJT H.,  HIOCO D. - Solochrome cyanine as an indicator dye of bone
moxrphology.
Stain Technol., 1966, 41, 97-100.

MATTHIAS R., ALBRECHT F. - Emploi du méthylméthacrylate (Kallocryl M.)
Mater. Med. Pol., 1974, 6, 294-297.

MAURER P., ZUCMAN J., LEWALLE J. - R3le de la vascularisation péri-
fracturaire dans 1'ostéogénése réparatrice.
Rev. Chir. Orthop., 1965, 51, 239-246.

MELSEN F., VIIDIK A., MELSEN B., MOSELKILDE L. - Some relations bet-
ween bone strength, as weight and histomorphometry.
in : Bone Histomorphometry, 2° International Workshop, 1976, 89-
95, Meunier P.J. Ed., Lyon.

METAIZEAU J.P., PREVOT J., SCHMITT M. - Réduction et fixation des
fractures et décollements épiphysaires de la téte radiale par
broche centromédullaire.

Rev. Chir. Orthop., 1980, 66, 47-49.

METAIZEAU J.P. - Embrochage centro-médullaire élastique stable.
Sauramps Médical Ed., 1988, Montpellier.

MEUNIER P.J. - La dynamique du tissu osseux étudiée par lecture quan-
titative de la biopsie osseuse.
These Méd., 1967, Lyon.

MEUNIER P.J., COURPRON P. - Iliac trabecular bone volume in 236 con-
trols. Representativness of iliac samples.
in : Bone Histomorphometry, 1° International Workshop, 1973, 100-
-105, Jaworsky Z.F.G. Ed., Ottawa University Press.



- 168 -

MEYER C., SCHEIDT R., GEYER G. - Eine modifizierte Polyestereinbettung
fur makroskopische Organschnitte.
Anat. Anzeiger, 1971, 128, 66-68.

MILCH R.A., RALL D.P., TOBIF J.E. - Fluorescence of tetracycline in
bone.
J. Bone Joint Surg. (Am. Vol.), 1958, 40, 897-910.

MONTICELLI G., SPINELLI R. - Allongement des membres par distraction
éphiphysaire.
Rev. Chir. Orthop., 1981, 67, 215-220.

MOORE D. - Problems in methacrylate embedding.
4° Congres International de Microscopie Electronique, 1960, 2, 37-
39, Springer-Verlag Ed., Berlin.

MULLER M.E., ALLGOVERN M., WILLENEGER - Manuel 4'Ostéosythése - Tech-
nique A.O.
Masson et Cie Ed., 1970, Paris.

MUNGER B. - Staining methods applicable to sections of osmium-fixed
tissue for light microscopy.
J. Biophys. Biochem. Cytol., 1961, 11, 502-506.

NEWMAN S., BORYSKO E., SWERDLOW M. - New sectioning technique for
light and electron microscopy. .
Science, 1949, 110, 66-68.

NILSSON B.E., Post-traumatic osteopenia.
Acta Orthop. Scand., 1966, S91.

NILSSON 0.S., BAUER F.C.H., BROSTOM L.A., NILSONNE U. - Effect of the
antineoplastic agent methotrexate on heterotopic new bone forma-
tion in rats. ’

Cancer Res., 1984, 44, 1653-1656.

NOGAMI H., OOHIRA A. - Post-natal new bone formation.
Clin. Orthop. Rel. Res., 1984, 184, 106-113.

OWEN M. - The origin of bone cells.
Int. Rev. Cytol., 1970, 28, 213-238.

OWEN M. - Histogenesis of bone cells.
Calcif. Tissue Res., 1978, 25, 205-207.

PARFITT A.M. - The cellular mechanisms of osteoid accumulation in me-
tabolic bone diseases.
Miner. Metab. Res. Italy, 1983, 4, 2-9.

PARFITT A.M. - Bone histomorphometry : proposed system for standardiza-
tion of nomenclature, symbols and units.
Calcif. Tissue Int., 1988, 42, 284-286.



- 169 -

PAUWELS S.F. - Biomécanique de la guérison des fractures.
in : Biomécanique de l'appareil locomoteur, 1979, Springer-Verlag
Ed., Berlin, Heidelberg, Wew York.

PEASE D., BAKER R. - Sectioning techniques for electron microscopy
using a conventional microtome.
Proc. Soc. Exp. Biol., 1948, 67, 470-474.

PEASE D. - Histological techniques for electron microscopy.
Academic Press Ed., 1964, New York, London.

PERREN S.M., Physical and biological aspects of fracture healing with
special reference to internal fixation.
Clin. Orthop., 1979, 138, 175-195.

PLAWECKI S. - La méthode d'Ilizarov appliquée aux allongements et cor-
rections des membres inférieurs chez l'enfant.
Thése Méd., 1987, Grenoble.

POLICARD A., BESSIS M., COCQUIN M. - Traité de microscopie, instru-
ments et techniques.
Masson et Cie, 1957, Paris.

POUS J.G., DIMEGLIO A., BALDET P., BONNEL F. - Cartilage de conjugai-
son et croissance.
Doin Ed., 1977, Paris.

PREVOT J., LASCOMBES P., LIGIER J.N., REYNIER A., ALLOUCHE A. - La
technique d'Ilizarov : une nouvelle méthode pour les corrections
d'axe ou allongements squelettiques.

Ann. Méd. Nancy, 1985, 24, 245-248.

PREVOT J., LASCOMBES P., PONCELET T. - Corrections axlales des membres
par la technique d'Ilizarov.
Rev. Chir. Orthop., 1987, 73, S2, 42-45.

RABBAN W.N., HAAS L.M. - The role of the fracture hematoma in the
union of long bones.
J. Bone Joint Surg., 1969, 51A, 1036.

RAHN B.A., BACELLAR F.C., TRAPP L., PERREN S.M. - Method zur Fluore-
zenz des Knochenanbaus.
Akt. Traumatol., 1980, 10, 109-115.

RAISZ L.G., LUBEN R.A., MUNDY G.R., DIETRICH J.W., HORTON J.E.,
TRUMMEL C.L. - Effect of osteoclast activating factor on bone me-
tabolism.

J. Clin. Invest., 1975, 56, 408-413.

REBEL A., BASLE M., RACADOT J. - Cartilage, os, ossification.
in : Précis d'Histologie Humaine, Coujard R., Poirier J., Racadot
J., 1980, 210-250, Masson Ed., Paris.



- 170 -~

RECKER R.R. - Bone histomorphometry techniques and interpretation.
C.R.C. Press Inc., 1983, Boca Raton, Florida.

REGINSTER J.Y., SIMAR L., MEMBRE H., FRANCHIMONT P. - La biopsie os-

seuse transiliaque et l'histomorphométrie osseuse guantitative.
Intérét en pathologie ostéo-articulaire.

Rev. Méd. Liege, 1985, 40, 533-538.

REVELL P.A., - Histomorphometry of bone.
J. Clin. Pathol., 1983, 36, 1323-1331.

RHINELANDER F. - Tibial blood supply in relation to fracture healing.
Clin. Orthop., 1974, 105, 34-81.

RICHARDSON K., JARETT L., FINKE E. - Embedding in epoxy resins for ul-
trathin sectioning in microscopy.

Stain Technol., 1960, 35, 313-323.

RING P.A. - Experimental bone lengthening by epiphyseal distraction.
Br. J. Surg., 1958, 46, 69-73.

RITTMAN W.W., PERREN S. M. - Cortical bone healing after internal fi-
xation and infection biomechanisms and biology.

Springer-Verlag Ed., 1974, Berlin, Heidelberg, New-York.

RODRIGUEZ J.L., DELGADO E., PANIAGUA R. - Changes in young rat radius
following excision of the perichondrial ring.
Calcif Tissue Int., 1985, 37, 677-683.

ROSENBERG M., BARTL P., LESKO J. =~ Water soluble methacrylate as an

embedding medium for the preparation of ultrathin sections.
J. Ultrastr. Res., 1960, 4, 298-303.

RUDDELL C. - Hydroxyethyl methacrylate combined with polyethylene gly-
col 400 and water; an embedding medium for routine 1-2 micron sec-
tioning.

Stain Technol., 1967, 42, 119-123.

RUDDELL C. - Embedding media for 1-2 micron sectioning. 2 hydroxy-
ethylmethacrylate combined with 2 butoxyethanol.
Stain Technol., 1967, 42, 253-255.

RYTER A., KELLENBERG E. =~ L'inclusion au polyester pour l'ultra-micro-
tomie.

J. Ultrast. Res., 1958, 2, 200-214.

SAINTE MARIE L.G., CHARHON S.A., EDOUARD C., CHAPUY M.C., MEUNIER P.J.

Iliac bone histomorphometry in adults and children with osteogene-
sis imperfecta.

J. Clin. Pathol., 1984, 37 (10), 1081-1089.

SELA J., BAB I. - The mechanism of "primary mineralization"™ in the

reaction of bone to injury and administration of implant.
J. Biomed. Mater. Res., 1985, 19, 225-231.



- 171 -

SHELLEY W., FLORENCE R. - Ethylene glycol monoethylether, a new
fixation for histological work.
Nature, 1961, 191, 719-720.

SIMS B. - A simple method for preparing 1-2 micron sections of large
tissue blocks using glycol methacrylate.
J. Microsc., 1974, 101, 223-227.

SPAUR C., MORIARTY G. =~ Improvements of glycol methacrylate. 1° Its
use as an embedding medium for electron microscopic studies.
J. Histochem. Cytochem., 1977, 25, 163-174.

SPURR A. - A low viscosity resin embedding medium for electron micros-

sScCopy.
J. Ultrastr. Res., 1969, 26, 31-43.

STANISAVJEVIC S., BABCOCK A.L. - Fractures in children treated with

Methotrexate for leukenia.
Clin. Orthop. Rel. Res., 1977, 125, 139-144.

STRAUBLI W. - Nouvelle matiére d'inclusion hydrosoluble pour la cyto-

logie électronique. '
C. R. Acad. Sc., 1960, 250, 1137-1139.

STRAYER L.M., Jr - Embryology of the human hip joint.
Clin. Orthop., 1971, 74, 221-240.

STROMBERG L., DALEN N. - Atrophy of cortical bone caused by rigid
external fixation plate.
Acta Orthop. Scand., 1979, 49, 448-456.

SWEENEY J.R., GRUBER H.E., KIRCHEN M.E., MARSCHALL G.J. - Effects of
non bearing on callus formation.
The Physiologist, 1985, 28 S, 63-64.

TAM C.S., ANDERSON W. - Tetracycline labelling of bone in vivo.
Calcif. tissue Int., 1980, 30, 121-125.

TANGUY A., BOISGARD S., BREMONT J.L. - Particularités de l1'os de l'en-
fant, biomécaniques, évolution d'un cal osseux.
ig : Les fractures des membres chez l'enfant, CLAVERT J.M., METAI-
ZEAU J.P., Sauramps Médical Ed., Montpellier, 1990-, 9-31.

TOMES J., DE MORGAN C. - Observations on the structure and development

of bone.
Philos. Trans. R. Soc.Lond., 1853, 143, 109-139.

TONINO A.J., DAVIDSON C.L., CLOPPER P.S., LINCLAU, - Protection from
stress in bone and its effects.
J. Bone Joint Surg., 1976, 58 B, 107-113.



- 172 -~

TONNA E.A., CRONKITE E.P. - Cellular response to fracture studies with
tritiated thymidine.
J. Bone Joint Surg., 1961, 43A, 352-362.

TORNBERG D.D., BASSET C. - Activation of the resting periosteum.
Clin. Orthop.,1977, 129, 305-312.

TRUMP B., SMUCKLER E., BENDITT E. - A method for staining epoxy
sections for light microscopy.
J. Ultrastr. Res., 1961, 5, 343-348.

TSCHANTZ P., RUTISHAUSER E. - La surcharge mécanique de 1'os vivant.
Les déformations plastiques initiales et l'hypertrophie d'adapta-
tion.

Ann. Anat. Pathol., 1967, 12, 223-248.

UHTHOFF U.K., DUBUC F.L. - Bone structure in the dog under rigid
internal fixation. :
Clin. Orthop., 1971, 81, 165-170.

URIST M. - Practical applications of basic research on bone graft phy-
siology.
Instr. Course Lectures, .1976, 25, 1-26.

VERNEJOUL (DE) M.C., KUNTZ D., MIRAVET L., GOUTALLIER D, RYCKEWAERT A.
Bone histomorphometric reproductibility in normal patients.
Calcif. Tissue Int., 1981, 33, 369-374.

VISSER W.J., ROELOFS J.M.M., PETERS J.P.J., LENTFERINF M.H.F., DUURSMA
S.A. - Sampling variations in bone histomorphometry.
Metab. Bone Dis. Rel. Res., 1980, S$2, 429-434.

WATANABE R.S. - Embryology of the human hip.
Clin. Orthop., 1974, 98, 8-26.

WHITESIDE I.A., LESKER P. - The effect of extraperiosteal and subperi-
osteal dissection.
J. Bone Joint Surg., 1978, 60A (1), 23-30.

WOODRUF L.A., NORRIS W.P. - Sectioning of undecalcified bone, with
special reference to autoradiographic applications.
Stain Technol., 1955, 30 (4), 179-188.

XIPELL J., GLADWIN R. - The use of a low-viscosity epoxy resin in the
preparation of undecalcified bone sections for light microscopy.
J. Microsc., 1972, 96, 125-129.

XIPELL J., MAKIN H., MAC KINNON P. - A method for the preparation of
undecalcified bone sections for light microscopy and microradio-
graphy.

Stain Technol., 1974, 49, 69-76.



- 173 -

/4i}é7»ZUCMAN J., - Studies on the vascular connexions between perioteum,
bone and muscles.
J. Bone Joint Surg., 1960, 48, 324.




RESUME

L'histologie osseuse a fait d'incontestables progrés gréce & 1'in-
clusion en résine plastique sans décalcification et a 1'étude histomorpho-
métrique des paramétres dynamiques.

Le but de ce travail est d'appliquer ces techniques & 1'illustra-
tion de quelques aspects de la construction et de la reconstruction osseu-
ses.,

La croissance de 1'os de l'enfant est sous la dépendance de nom-
breux paramétres., L'altération de 1'un d'entre eux se traduit par un profil
histomorphométrique en rapport avec son expression clinique.

La congolidation des fractures diaphysaires constitue un retour a
l'ostéogénése. L'ossification du cal interne est endoconjonctive, celle du
cal externe mixte endoconjonctive et endochondrale.

La régénération osseuse en distraction procéde d'un mécanisme dif-
férent : la zone centrale est fibreuse et subit l'ossification endoconjonc-
tive parallélement & l'allongement. Les antimitotiques perturbent modéré-

ment le processus d'ostéogénése.

MOTS CLES '

Tissu osseux, Histomorphométrie, Croissance, Consolidation, Allongement,

Antimitotiques
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