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1. INTRODUCTION

La technique de la membrane induite (TMI) est un procédé de reconstruction des pertes de
substance osseuses (PSO) des membres, qui a été développé par Alain-Charles Masquelet dans
les années 1980 (Masquelet et al. 2000). Utilisée d’abord en France, elle a progressivement
gagné I’Europe, puis s’est répandue dans le monde entier au cours des dix derniéres années. On
compte a I’heure actuelle plus de 300 articles référencés dans PubMed traitant de la TMI, dont
la moitié a été publiée aprés 2016. Les clés de son succeés sont sa simplicité, sa fiabilité et sa
reproductibilité. C’est une alternative séduisante aux autres procédés de reconstruction qui sont
plus sophistiqués ou plus complexes a mettre en ceuvre, et ne sont pas accessibles dans les

contextes sanitaires les plus précaires.

Cette technigque en deux temps est basée sur une réaction immunitaire a corps étranger.
Lors du premier temps, le défect osseux est comblé par une entretoise ou spacer en ciment qui
va induire la formation d’une membrane d’encapsulation. Le second temps est effectué
quelques semaines plus tard. Il consiste a retirer le spacer et a placer des greffons spongieux a
I’intérieur de la membrane. Celle-ci va alors protéger les greffons de la résorption, favoriser
leur revascularisation et stimuler le processus d’ostéogénése. Si la TMI est utilisée depuis les
années 1980, les premiéres études s’intéressant a son fonctionnement biologique datent des
années 2000, et ce n’est que récemment que les multiples modes d’action de la membrane

induite (MI) ont été appréhendés (Durand et al. 2019, Durand and Collombet 2020).

En tant que chirurgien militaire traumatologue et réparateur, nous traitons fréquemment
des patients présentant des PSO d’origine traumatique. Qu’elles soient consécutives a un
accident de circulation ou a un traumatisme balistique, ces PSO s’intégrent dans le cadre de
Iésions pluritissulaires a haute énergie dont la prise en charge chirurgicale est généralement
séquentielle. Du fait de leur complexité, ces Iésions ne peuvent pas étre traitées intégralement
en urgence : il faut alors se contenter de gestes initiaux simples et rapides visant a préparer la
reconstruction secondaire. C’est le concept de damage control orthopédique (DCO) basé sur
trois piliers : le contréle de I’hémorragie (pour sauver la vie), la décontamination des plaies
(pour éviter I’infection) et la stabilisation provisoire des fractures par fixateur externe
temporaire (Mathieu et al. 2011). Le DCO n’est que le premier temps d’une stratégie de
reconstruction en plusieurs étapes qui peuvent étre résumées par la sequence 6/7/8/9 (Figure 1,
Baus et al. 2020).
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Damage control orthopédique

(DCO) conservateur

Réhabilitation fonctionnelle

Reconstruction osseuse

TT des parties molles

6 heures 8 semaines

Appareillage Réhabilitation fonctionnelle

Amputation d’urgence Amputation de raison Amputation de résignation

Figure 1 : Stratégie de reconstruction des traumatismes pluritissulaires des membres par la séquence
6/7/8/9 : application du DCO dans les 6 heures, réparation de 1’enveloppe des parties molles dans les 7
jours, puis reconstruction osseuse dans les 8 semaines pour une récupération de la fonction du membre
apres 9 mois. A chaque étape, la survenue d’un échec peut faire renoncer au traitement conservateur

pour pratiquer une amputation (Baus et al. 2020).

La TMI s’intégre parfaitement dans cette stratégie : le premier temps est pratiqué dans
les 7 jours lors de la réparation cutanée ; le second temps est effectué aprés 8 semaines une fois
les parties molles cicatrisées (Mathieu et al. 2019). Le caractére séquentiel de cette technique
est aussi parfaitement adapté au traitement des PSO infectées d’origine traumatique ou
infectieuse : elle permet de s’assurer que 1’infection est éradiquée avant de pratiquer la greffe
osseuse. Ces raisons expliquent la diffusion de la TMI dans le monde entier et I’explosion du
nombre de publications dans les derniéres années. Cependant, si I’analyse de la littérature
montre que la consolidation est obtenue dans plus de 90% des cas, elle révéle aussi que les

complications et les reprises chirurgicales sont fréquentes (Morelli et al. 2016, Mi et al. 2020).

Pour nous, la TMI est le mode de reconstruction privilégié des PSO dépassant 2 cm,
quel que soient la localisation et le mécanisme lésionnels. Nous 1’utilisons au quotidien dans
notre pratique civile et militaire, y compris sur les théatres d’opérations extérieures. De fait,
nous sommes régulierement confrontés a des complications et des situations d’échec. Afin
d’améliorer la prise en charge des blessés de guerre, nous avons effectué plusieurs travaux
originaux analysant les résultats de cette technique dans le cadre particulier de la pratique

militaire.
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Nous avons également rencontré des difficultés spécifiques en appliquant la TMI dans
des structures chirurgicales a ressources limitées. A notre connaissance, ces problémes
n’avaient jamais été soulevés auparavant dans la littérature. Nous avons ainsi identifié plusieurs
obstacles a I’utilisation de la TMI dans les contextes sanitaires déegradés, et avons proposé
certaines astuces techniques pour les contourner (Mathieu and Masquelet 2019, Murison et al.
2019, Mathieu 2020).

Dans le but de résoudre ces problématiques, nous collaborons depuis 2016 avec I’unité
de biothérapies ostéoarticulaires de 1’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA) et
plus récemment avec I’unité de recherche biomatériaux innovations et interfaces de I’ Université
Sorbonne Paris Nord. Nous avons d’abord initié¢ un protocole de recherche (commun avec les
hopitaux Bégin et Saint-Antoine) qui a permis d’identifier une origine biologique a certains
échecs cliniques. Nous avons ensuite développé un modéle animal reproduisant les deux temps
de la technique. Il s’agissait de valider par I’expérimentation 1’usage d’un spacer alternatif
dédié aux contextes de soins précaires, mais aussi d’évaluer des matériaux innovants destinés

a potentialiser les propriétés biologiques de la membrane.

Ainsi, il nous est apparu logique de consacrer cette thése de sciences par VAE a la
technique de Masquelet en réalisant une synthése des recherches que nous avons menées dans

ce domaine. L’objectif de ce travail visant a son « optimisation » est double :

1) identifier les points clés permettant de limiter la survenue d’échecs dans nos

circonstances d’exercice particuliéres ;

2) développer des modes d’utilisation innovants afin de faciliter son application et, si

possible, améliorer encore ses résultats.

Pour cela, nous débuterons par une premiére partie de rappels bibliographiques portant
sur la réparation osseuse en général, puis sur les principes et bases biologiques de la TMI. Nous
présenterons ensuite nos recherches cliniques en pratique militaire et en contexte sanitaire
dégrade ; et enfin, nous présenterons les recherches expérimentales effectuées a partir du

modele animal que nous avons développé a ’IRBA.
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2. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

2.1 GENERALITES SUR LA REPARATION OSSEUSE

2.1.1 NOTION DE DEFECT OSSEUX CRITIQUE

Dans les PSO d’origine traumatique les possibilités de la réparation osseuse spontanée sont
dépendantes de la localisation et de la sévérité de la fracture, mais aussi des lésions associées
de I’enveloppe des parties molles. La survenue d’une rupture de cette enveloppe entraine en
effet une communication avec le milieu extérieur exposant a la contamination, puis a I’infection
du foyer de fracture qui va réduire de fagon drastique le taux de consolidation. En excluant la
survenue de ces complications cutanées et infectieuses, les possibilités de réparation osseuse

spontanée dépendent essentiellement de la taille de la PSO (Keating et al. 2005).

On oppose ainsi les défect non critiques, qui vont consolider spontanément, et les défects
critiques qui, en I’absence d’intervention (apport osseux) vont évoluer vers la non-consolidation
définitive appelée pseudarthrose. Il n’y a pas de consensus précis sur les criteres définissant un
défect osseux de taille critique. D’une fagon générale, il est admis qu’un défect critique mesure
plus d’1 a 2 cm et s’étend sur plus de 50% de la circonférence de ’0s. En fait, les possibilités
de consolidation spontanée dépendent aussi de la localisation du défect et de 1’état des parties

molles périphériques (Schemitsch 2017, Nauth et al. 2018).

2.1.2 REPARATION SPONTANEE DES DEFECTS OSSEUX NON-CRITIQUES

Phases de la reparation osseuse

La consolidation des défects non-critiques se fait selon un mécanisme de régénération
caractérise par la succession ou le chevauchement partiel de trois phases successives :

I’inflammation, la réparation et le remodelage (Tosounidis et al. 2007, Claes et al. 2012).

Phase 1 : Inflammation

Immédiatement aprés le traumatisme, le saignement des extremites osseuses et les Iésions des
parties molles entrainent la formation d’un hématome fracturaire conduisant a une réaction
inflammatoire aigué. Celle-ci entraine une vasodilatation, une exsudation plasmatique et un

recrutement précoce de polynucléaires neutrophiles (PNN) attirés par les débris cellulaires.
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Les monocytes/macrophages et d’autres cellules immunitaires (lymphocytes)
envahissent ensuite la zone lésée. Elles sécrétent une quantité massive de cytokines pro-
inflammatoires (interleukin 1L-18, IL-6, tumor necrosis factor ou TNF-a, transforming growth
factor ou TGF-B1) et de facteurs d’angiogeneése (angiopoietine-1 et vascular endothelial growth
factor VEGF), mais initient aussi la résorption de I’hématome et des tissus nécrotiques. En
paralléle, les ostéoclastes sont recrutés et commencent a éroder les extrémités fracturaires
pendant que les fibroblastes environnants produisent des fibres de collagéne. Ainsi, I’hématome
est graduellement remplacé par du tissu fibreux de granulation riche en fibres de collagene,

cellules et de néo-capillaires.

Chez le rat, cette phase inflammatoire aigué survient dans les 7 jours suivant le
traumatisme avec un pic de sécrétion des IL-6 et IL-1 3 dans les 24 premieres heures (Claes et
al. 2012). Elle initie ainsi la phase de réparation, en stimulant 1’angiogenése, en recrutant et en
activant la différenciation des cellules stromales mésenchymateuses (CSM), ainsi qu’en
intensifiant la synthése de la matrice extracellulaire.

Phase 2 : Réparation

La nature du mécanisme de réparation dépend des conditions mécaniques au niveau du site
fracturaire, donc de I’étendue de la PSO et du mode de stabilisation osseuse. Nous

n’envisagerons ici que la réparation d’un défect diaphysaire (Figure 2 ; Claes et al. 2012).

Ossification primaire ou directe dite « membranaire »

Elle s’observe classiquement lorsqu’une fracture est stabilisée par une ostéosynthése ne laissant
aucune mobilité interfragmentaire. Dans le cas d’un défect non-critique, il s’agit d’une PSO
partielle, mesurant moins de 5 mm, et stabilisée par une plaque rigide en compression. Comme
dans le processus de remodelage osseux physiologique, les ostéoclastes résorbent 1’os en créant
des tunnels d’un co6té a 1’autre de la fracture pour permettre la pénétration des vaisseaux. Des
CSM sont ensuite recrutées en provenance du périoste et de 1’endoste, puis se différencient en
ostéoblastes. Ces derniers produisent du tissu osseux qui est déposé entre les fragments puis
revascularisé par le périoste et la cavité médullaire, avant que les systéemes haversiens ne se
forment pour ponter la fracture. Ce mécanisme de réparation débute 3 a 7 jours apres le
traumatisme chez le rat. C’est un processus lent qui n’entraine pas de formation de cal osseux :

la zone réparée n’est solide que tardivement.
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Ossification secondaire ou indirecte dite « endochondrale »

C’est le mécanisme de réparation prédominant dans les PSO non-critiques lorsqu’il existe des
micro- ou des macro-mouvements entre les extrémités osseuses. La stabilisation est
habituellement assurée par un fixateur externe, un clou centro-médullaire ou une plaque
réalisant un pontage a distance du foyer de fracture. Ce relatif faible degré de stabilité
(comparativement a celui d’une ostéosynthése en compression) stimule la formation primaire

d’un cal fibreux (cal mou) qui se transformera secondairement en cal osseux (cal dur).

Globalement, entre la premiere et la troisieme semaine post-traumatique, une
néovascularisation apparait dans le tissu de granulation situé entre les extrémités osseuses : cela
permet une colonisation par les CSM qui vont ensuite se différencier en chondrocytes. A cette
étape, le tissu fibro-vasculaire produit de nombreux facteurs de croissance (TGF-B, bone
morphogenic protein ou BMP, fibroblast growth factor ou FGF, platelet-derived growth factor
ou PDGF, VEGF, matrix metallopeptidases ou MMP...) pendant que les chondrocytes
synthétisent surtout du collagéne de type Il et des protéoglycanes pour former du tissu

cartilagineux. Chez le rat, ce cal fibro-cartilagineux apparait entre 7 et 10 jours apreés la fracture.

Progressivement, les chondrocytes deviennent hypertrophiques, liberent du calcium et
subissent une apoptose. Le remodelage de la matrice extracellulaire cartilagineuse est déclenché
par les MMP et d’autres enzymes de dégradation. Dans le méme temps, le maintien de
I’angiogenéese permet 1’invasion du cal fibreux par les ostéoclastes et les ostéoprogéniteurs
(CSM). Ces derniers se différencient ensuite en ostéoblastes qui favorisent la minéralisation du
cal fibreux pour aboutir a la formation d’un cal osseux & la structure trabéculaire. Ce cal est
principalement périosté (périphérique) et & moindre degré médullaire. Selon la stabilité de la

fixation, il apparait entre 28 et 35 jours chez le rat, et 8 a 16 semaines chez I’homme.

Phase 3 : Remodelage

A T’issue de la réparation, le processus de remodelage transforme le tissu osseux nouvellement
formé en os lamellaire par la formation de systémes haversiens. Durant cette phase, la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires et 1’hypervascularisation locale sont réduites. Le remodelage
des cals périosté et médullaire aboutit a la reconstruction d’un os cortical normal. Cela prend 5

a 8 semaines chez le rat, mais entre 1 et 2 ans chez ’homme.
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Figure 2 : Etapes de la reconstruction d’un défect non critique (d’aprés Claes et al. 2012)

Concept du diamant

Quel que soit le mode de réparation, la consolidation d’un foyer de fracture dépend donc de son
environnement biologique, mais aussi de son environnement mécanique. En outre, d’autres
facteurs liés a 1’état général du patient et a la Iésion osseuse interviennent (Andrzejwoski and
Giannoudis 2019). Les interactions entre ces différents éléments sont résumées dans le
« concept du diamant » décrit par Giannoudis et al. en 2007 pour proposer une approche globale
au traitement des pseudarthroses (Figure 3). Selon ce concept, 1’obtention de la consolidation

nécessite :

1- Des cellules ostéogéniques ou progeniteurs, c’est-a-dire des CSM issues du périoste

ou de la moelle osseuse, qui vont se différencier en ostéoblastes ou en chondrocytes.

2- Des médiateurs ostéoinducteurs qui vont entrainer la différenciation des CSM. Il
s’agit des cytokines pro-inflammatoires (IL-1 B, IL-6, TNF-a), des facteurs de
croissance et de différenciation (BMP, TGF-, PDGF), des facteurs d’angiogenése
(VEGF) et des MMP.
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3- Une matrice extra-cellulaire ostéoconductrice qui agit comme un échafaudage
favorisant I’adhésion des cellules ostéoformatrices et des molécules ostéoinductrices.
Cet échafaudage est constitué par les extrémités osseuses dans la réparation
membranaire et par le tissu fibreux de granulation issu de I’hématome fracturaire dans

la réparation endochondrale.

4- Une stabilité mécanique suffisante du foyer de fracture, en sachant que le niveau des

contraintes mécaniques va influencer le mode de réparation.

5- Une vascularisation osseuse adaptée, sans laquelle les médiateurs et les cellules ne

peuvent étre acheminés.

6- Un patient en bon état genéral, puisque certaines comorbidités (immunodépression)

ont un effet néfaste sur la consolidation.

Vascularisation

osseuse
Médiateurs Cellules
ostéoinducteurs ostéogéniques
Matrice Stabilité
ostéoconductrice mécanique

Etat physiologique
du patient

Figure 3 : lllustration du « concept du diamant »

2.1.3 RECONSTRUCTION DES DEFECT OSSEUX CRITIQUES

Dans le cas d’un défect segmentaire critique, les mécanismes de réparation osseuse spontanés
décrits ci-dessus sont dépassés. L’obtention de la consolidation impose une intervention

chirurgicale pour apporter du tissu osseux par divers procédés.
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Greffes osseuses conventionnelles

Autogreffes

Il s’agit de réaliser apport de tissu osseux préleve sur le receveur lui-méme. Les greffons

peuvent étre non vascularisés ou vascularisés.

Autogreffes non vascularisées

C’est le gold standard pour le de traitement des PSO critiques. Elles ont d’excellentes propriétés
ostéogeniques, ostéoinductrices et ostéoconductrices (Tousounidis et al. 2009). Les greffons
sont colonisés par de 1’os néoformé en passant par une phase de résorption et de reconstruction
avant d’étre complétement intégrés. Ils sont surtout prélevés au niveau des crétes
iliaques antérieures ou postérieures : il peut s’agir de greffons spongieux qui sont facilement
revascularisés mais ont une faible qualité mécanique ; ou bien de greffon cortico-spongieux qui
sont plus difficilement revascularisés mais offrent une stabilité mécanique intéressante pour le
traitement de certaines pseudarthroses. Un autre site donneur fréquemment utilisé est le fémur.
Le prélevement du fémur nécessite 1’utilisation d’un dispositif spécifique nommé RIA
(Reamer-Irrigator-Aspirator, Synthes®) pour collecter un mélange de moelle osseuse et de

greffons spongieux a I’intérieur du canal médullaire (Figure 4, Stafford et al. 2010).

Autogreffes vascularisées

Il s’agit de transferts osseux qui peuvent étre pédiculés (sur des masses musculaires ou des
vaisseaux plus individualisés) ou libres micro-anastomosés. Dans les deux cas ce sont des
greffons corticaux ou cortico-spongieux ayant une vascularisation propre. Ils ne passent pas par
une phase de résorption-reconstruction et ils sont susceptibles de s’épaissir sur le long terme
sous ’effet des contraintes mécaniques au membre inférieur. Le transfert libre de fibula
vascularisée est le plus freguemment employé, d’autant qu’il permet des reconstructions
pluritissulaires lorsqu’il est utilisé sous la forme d’un lambeau composite (constitué d’os et de
tissu fascio-cutané). Son utilisation reste cependant limitée par la nécessité d’une expertise
microchirurgicale et par des complications spécifiques fréquentes telles que la thrombose des
anastomoses ou les fractures de stress (Beris et al. 2011).

Le recours aux autogreffes n’est donc pas sans inconvenients. Elles sont sensibles a
I’infection qui peut les résorber ; elles entrainent une inévitable morbidité au site donneur
(douleurs, 1ésions nerveuses, fractures...) ; et elles ne sont disponibles qu’en quantité limitée.

Pour pallier ces inconvénients, des greffes osseuses alternatives ont été développeées.
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Figure 4 : Prélevement fémoral par le systeme RIA 2 (Synthes®)

Allogreffes

L’apport osseux provient d’un autre individu de la méme espéce. Les allogreffes ont
essentiellement des propriétés ostéoconductrices. Elles peuvent étre utilisées seules ou en

complément d’une autogreffe. Il en existe deux formes :

- Des greffons massifs (os entiers) préleves sur des donneurs décédés et
cryoconservés dans des établissements autorisés pour la reconstruction de défects

trés étendus apres chirurgie carcinologique ;

- Des tétes fémorales prélevées a 1’occasion d’arthroplasties totales de hanche,
sécurisées par différents procédés (décellularisation a 1’éthanol ou au CO- et radio-

stérilisation gamma) et conservées dans des banques de tissus agréees.

Il existe un risque théorique de transmission d’agents infectieux (hépatite B, C et VIH)

et de rejet immunitaire avec les greffons massifs, mais pas avec 1’os de banque.

Biomatériaux

Les biomatériaux sont des matériaux, synthétiques ou vivants, utilisables a des fins médicales
pour remplacer une fonction d’un organe ou d’un tissu. Dans le cadre du traitement des PSO,

ils sont généralement employés en complément des greffes conventionnelles.
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Biomatériaux ostéoconducteurs

Il s’agit des substituts osseux synthétiques qui sont biocompatibles, poreux, et le plus souvent
résorbables. Ce sont surtout des céramiques bioactives telles que le phosphate de calcium, le
phosphate tricalcique, la céramique biphasée, I’hydroxyapatite ou les bioverres. Il est possible
de modifier leur porosité, leur vitesse de dégradation in vivo, leur stabilité thermique et leur
biocompatibilité afin d’optimiser leurs propriétés ostéoconductrices.

Ces substituts peuvent étre utilisés seuls pour le traitement de petits défects osseux
segmentaires ou le comblement de défects cavitaires. Les voies de recherche actuelles en
ingénierie tissulaire consistent a les utiliser dans le « concept du diamant » en les combinant a
des cellules ostéogéniques (CSM issues de la moelles osseuse) et des facteurs de croissance
ostéoinducteurs qui sont incorporés a la matrice par impression 3D puis placés en culture dans

des bioréacteurs (Tosounidis et al. 2009).

Biomatériaux ostéoinducteurs

L’ostéoconduction peut étre stimulée par différents agents de synthése, mais ce sont les BMP
qui sont le plus utilisées en pratique clinique. Les BMP sont des facteurs de croissance
(glycoprotéines) faisant partie de la famille des TGF-R. Comme tout médiateur extracellulaire
elles fonctionnent en se fixant sur des récepteurs membranaires cellulaires qui vont les
reconnaitre et induire une signalisation intracellulaire a 1’origine de leur activité. Les BMP
stimulent la différenciation des CSM en ostéoblastes et chondrocytes pour induire la formation
osseuse et cartilagineuse (Figure 5). Les BMP-2 et BMP-7 sont les plus utilisées pour le
traitement des pseudarthroses avec ou sans PSO, mais leur réelle efficacité clinique reste
discutée (Simpson et al. 2006, Tosounidis et al. 2009).

Biomatériaux ostéogéniques

Des injections de moelle osseuse peuvent enfin étre employées pour apporter des cellules
ostéogeniques selon le concept du diamant. La moelle est prélevée sur le patient au niveau des
crétes iliaques ou des condyles fémoraux a I’aide d’un trocart, puis centrifugée afin de ne garder
que les cellules nucléées (dont les CSM) qui sont ensuite réinjectées au niveau de la greffe ou
du substitut osseux (Nauth et al. 2018, Andrzejwoski and Giannoudis 2019).
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Figure 5 : Mode d’action des BMP-2 et BMP-7 (d’aprés Langlois 2010)

Osteogenese en distraction

Ce procédé decrit par llizarov en 1971 consiste a mobiliser un segment osseux a raison d’un
millimétre par jour en réalisant une distraction a partir d’une corticotomie métaphysaire. Cette
distraction lente et progressive permet 1’apparition d’un tissu d’interposition entre les deux
berges de I’ostéotomie qui se va transformer en cal fibrocartilagineux, puis en os minéralise.
Le traitement des PSO par I’ostéogénése en distraction peut se faire selon deux stratégies : la

compression-allongement ou le transport osseux.

La compression-allongement consiste a realiser un premier temps d’accourcissement
extemporané ou progressif au niveau du défect osseux pour obtenir sa consolidation en
compression. Secondairement, une ostéotomie métaphysaire et un allongement osseux sont

effectués pour corriger I’inégalité de longueur des membres.

Le transport osseux réalise une correction progressive de la PSO par la migration d’un
segment osseux intermédiaire apres corticotomie métaphysaire proximale ou distale (Figure 6).
Distraction et compression osseuses sont classiquement assurées par un fixateur externe dédié
qui permet I’appui au membre inférieur durant toute la procédure. Cette technique permet se
passer de greffe mais elle est longue (il faut compter 3 mois d’exofixation par cm de PSO) avec
des complications fréquentes: infection sur les fiches du fixateur, raideur articulaire,
pseudarthrose au docking site. Cependant, ces inconvénients peuvent actuellement étre évités

ou limités par 1’utilisation de clous magnétiques (Nauth et al. 2018).
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Figure 6 : Traitement d’un défect tibial par transport osseux (S. Algassab — Amman)

Technique de la membrane induite

La TMI réalise en deux temps une greffe spongieuse massive a I’intérieur d’une membrane
d’encapsulation servant de barriére protectrice et de chambre de régénération biologique. Cette
membrane va en effet revasculariser les greffons et favoriser la formation osseuse grace a la
présence de cellules ostéogeniques et de médiateurs ostéoinducteurs en son sein. Elle permet la
reconstruction des PSO diaphysaires de tous les os longs, quelle que soit I’origine (traumatique,
infectieuse ou tumorale) et la taille du défect osseux (Figure 7). Elle est simple mais nécessite
un strict respect de ses régles d’utilisation. Ses principes techniques et bases biologiques seront

développés en détail dans le chapitre suivant.

Figure 7 : Reconstruction d’un défect fémoral de 16 cm par la TMI avec greffe au RIA
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Spécificité du segment jambier

Le traitement des PSO tibiales nécessite souvent d’intégrer la fibula dans la stratégie de
reconstruction. Deux techniques peuvent étre utilisées : la greffe inter-tibio-fibulaire (GITF) et
la tibialisation de la fibula (Mathieu et al. 2019).

Greffe inter-tibio-fibulaire

Ce procédé consiste a créer une synostose entre le tibia et la fibula en encastant un ou deux
greffon(s) iliaque(s) cortico-spongieux entre les deux 0s, de part et d’autre du foyer de
pseudarthrose. 1l nécessite une fibula continue, intacte ou stabilisée, et une préservation du

réseau artériel car sa réalisation risque d’interrompre un des axes vasculaires.

La GITF peut étre employée seule pour traiter des défects de moins de 5 cm. 1l est alors
essentiel que la greffe déborde largement de chaque c6té de la PSO. Dans cette situation ou
dans le cas d’une fracture comminutive étendue, il est souhaitable de réaliser une double GITF.
La GITF peut aussi étre utilisée en association a d’autres procédés dans les défects plus étendus,

notamment avec la TMI (Figure 8).

Figure 8 : Traitement d’un traumatisme balistique du tibia par la TMI associée a une double

GITF (fleches) aux deux extrémités de la reconstruction

Tibialisation de la fibula

I s’agit de ponter le défect tibial par un transfert de la fibula contre le tibia en gardant sa
vascularisation. C’est donc une autogreffe vascularisée pédiculée. Avec les contraintes liées a

la marche, la fibula s’hypertrophie en quelques mois ou années.
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La tibialisation est indiquée dans les PSO tibiales trés étendues lorsque le stock osseux
disponible est limité ou insuffisant. Elle est particulierement intéressante chez les enfants qui
ont faible stock osseux, mais chez lesquels la fusion et I’hypertrophie de la fibula sont

meilleures. Comme la GITF, elle peut étre associée a d’autres procédés de reconstruction

(Figure 9).

Figure 9 : Défect tibial balistique traité par la TMI associée a une tibialisation de la fibula

Indications

Le choix du mode de reconstruction d’un défect osseux critique dépend principalement de sa
localisation et de son étendue. De facon schématique, les greffes cortico-spongieuses (CS)
monobloc peuvent étre utilisées pour des PSO allant jusqu’a 2 cm au membre supérieur et
jusqu’a 5 cm au membre inférieur. Au-dela il faut recourir a la TMI, au transfert de fibula
vascularisé (TFV) ou au transport osseux segmentaire (TOS). Enfin, des procédés spécifiques
sont aussi applicables a certains niveaux : accourcissement de 1’humérus, one bone forearm
(OBF) dans les défects étendus des deux os de 1’avant-bras, GITF ou tibialisation de la fibula
(Figures 10 et 11).

Les recommandations établies par la Société Frangaise de Chirurgie Orthopedique et
Traumatologie (SOFCOT) sont retranscrites dans le tableau 1 (Masquelet et al. 2012). Au-dela
de 2 cm de défect, la TMI peut étre utilisée dans toutes les situations. Sa seule limite est qu’elle
ne permet pas la correction d’une inégalité de longueur au membre inférieur : il faut alors

recourir a un TOS.
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<2cm 2a5cm 5a10cm >10 cm
) Accourcissement Accourcissement + greffe CS
Humérus ou greffe CS ou TMI ou TOS TMIl ou TFV TMI ou TFV
TMI en OBF
Avant-bras Greffe CS TMI TMI ou TFV ou TEV en OBE
Fémur Greffe CS Greffe CS ou TMI TMI ou TFV ou TOS
Jambe Greffe CSou GITF | GITF ou TMI ou TOS ou TFV | TMI ou TOS ou TFV ou tibialisation

Tableau 1 : Recommandations pour la réparation des PSO des os longs (Masquelet et al. 2012)

Figure 11 : Traitement d’un traumatisme balistique de 1’avant-bras : DCO (A), 1* temps de la

TMI en OBF avec couverture par lambeau libre (B), 2" temps de la TMI en OBF (C)
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2.2 TECHNIQUE DE LA MEMBRANE INDUITE
2.2.1 DESCRIPTION DES TEMPS OPERATOIRES — Annexes 1 et 2

Nous décrirons ici les principes de la technique appliquée a une PSO diaphysaire non infectée
(Mathieu and Masquelet 2019).

Etape 1 (T1)

Elle consiste en la mise en place du spacer en polyméthylmétacrylate (PMMA) dans la PSO
préalablement stabilisée par une ostéosynthese, qui est le plus souvent interne en 1’absence
d’infection. Le mode de fixation peut étre indifféremment un clou ou une plaque, chacun ayant
ses avantages, inconvénients et indications respectives. S’agissant d’une PSO diaphysaire, le

spacer a une forme cylindrique reproduisant le segment osseux manquant.
Plusieurs précautions doivent étre prises lors de I’implantation du ciment :

1- Les deux extrémités osseuses doivent étre bien exposées et leurs cavités médullaires
dégagées de tout tissu fibreux. Dans les lésions datant de plusieurs semaines, ces
cavités doivent souvent étre reperméabilisées au moyen d’une méche et d’une

curette.

2- Le ciment utilisé doit étre de haute viscosité pour pouvoir étre faconné a la main.
Alain-Charles Masquelet recommande d’utiliser un ciment sans antibiotique,

notamment pour ne pas altérer les propriétés biologiques de la membrane.

3- Le spacer doit bien manchonner les extréemités osseuses de facon circonférentielle,

pour éviter une pseudarthrose a la jonction os natif-os reconstruit.

4- Le spacer doit étre le plus volumineux possible, sans pour autant géner la fermeture
cutanée. Cela est crucial dans les localisations ou les PSO sont situées

immédiatement sous la peau, comme au niveau de la jambe ou de la main.

Etape 2 (T2)

En I’absence d’infection, le délai entre les deux temps opératoires est principalement dicté par
les contraintes biologiques liées au temps d’induction de la membrane et a la cicatrisation des
parties molles. Celles-ci doivent étre parfaitement cicatrisées et avoir retrouvé leur souplesse.
Ces contraintes font que I’intervalle T1-T2 est rarement inférieur a 6 semaines. Le T2 comporte

le retrait du spacer, puis le remplissage de la cavité par une greffe spongieuse (Figure 12).
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Retrait du ciment

Il doit étre effectué de fagon atraumatique pour la membrane située tout autour. Il faut
généralement emprunter la voie d’abord utilisée lors du T1. La membrane doit étre incisée avec
précaution au bistouri a lame froide en débordant largement les extrémités du spacer. Du fait
du manchonnage des extrémités osseuses, celui-ci ne peut souvent pas étre retiré de fagcon
monobloc : il doit étre fragmenté au ciseau a frapper en veillant a ne pas léser la membrane au
niveau des extrémites osseuses. Il faut veiller a bien enlever le ciment faisant saillie dans les
cavités médullaires et effectuer des prelevements bactériologiques systématiques pour traquer

une éventuelle infection latente.

TO : Débridement-parage + fixation osseuse T1: Implantation du spacer * lambeau de couverture

0 X )0 858 )

6 a 10 semaines

T2 : Retrait du spacer en préservant la membrane  + autogreffe d'os spongieux dans la membrane

Figure 12 : Etapes de la TMI (Mathieu and Masquelet 2019)

Greffe osseuse

Elle doit se faire au moyen de greffons d’os spongieux autologue. Les greffons cortico-
spongieux doivent étre €évités car 1’os cortical est mal revascularisé par la membrane. Avant
d’effectuer la greffe, il est crucial de bien reperméabiliser les cavités médullaires et de

décortiquer les extrémités osseuses qui ont été manchonnées par le ciment.
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Les greffons spongieux sont d’abord placés sous les copeaux de décortication (restant
solidaires de la membrane) pour éviter la survenue d’une pseudarthrose jonctionnelle. La
chambre membranaire est ensuite remplie par le reste de la greffe spongieuse. Il faut des
greffons en quantité car ils doivent étre bien tassés (mais non écrasés) pour obtenir un
remplissage complet de la cavité : cela permet de prévenir une « chute » ultérieure de la greffe

sous I’effet de la gravité lorsque le patient se mettra debout.

De I’allogreffe (os de banque) ou un substitut osseux peut étre ajouté a 1’autogreffe sans
dépasser 30% du volume total : cela doit étre systématique en cas de prélevement au RIA en
raison du caractere trés dense du greffon obtenu par cette méthode. En revanche, 1’ajout de
facteurs de croissance de synthese n’est pas recommandeé : ils n’ont pas fait la preuve de leur
intérét dans cette indication et pourraient méme rentrer en compétition avec ceux sécrétés par

la membrane (Masquelet 2017).

En situation sanitaire dégradée, le RIA, les allogreffes et les substituts synthétiques ne
sont pas accessibles. Le stock osseux disponible est essentiellement limité aux crétes iliaques
du patient : cela constitue un frein a la reconstruction des défects étendus. Il est cependant
possible de limiter le volume d’os spongicux a greffer en utilisant un enclouage centro-
médullaire (aprés éradication certaine de I’infection) ou bien une fibula non vascularisée multi-
perforée (Mathieu and Masquelet 2019, Mathieu 2020). Ce greffon est particulierement utile

au membre supérieur ou au tibia pour augmenter la stabilité de 1’exofixation (Figure 13 et 14).

TO T1 T2

Figure 13 : Reconstruction d’un défect tibial étendu en situation précaire par combinaison d’une

fibula non vascularisée, de greffons spongieux et de GITF (Mathieu and Masquelet 2019)
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Figure 14: Reconstruction de 1’humérus par la TMI avec fibula non vascularisée aprés

traitement d’une ostéomyélite chronigque chez une enfant de 9 ans (I Hassan-Farah — Djibouti)

2.2.2 REGLES D’UTILISATION

Pseudarthroses aseptiques avec ou sans perte de substance

Défects diaphysaires

Les indications de la TMI pour le traitement des PSO diaphysaires ont été présentées
précédemment. Il faut souligner qu’il n’y a pas de limite maximale théorique a la reconstruction
d’un segment diaphysaire manquant par cette technique. Des reconstructions de plus de 20 cm
ont ainsi été décrites au segment jambier. Comme évoqué précédemment, les limitations
viennent des possibilités d’obtention d’une fixation osseuse stable sur le long terme, et du stock

osseux disponible pour reconstruire les défects étendus.

Défects métaphysaires

L’utilisation d’un spacer monobloc est mal adaptée aux PSO métaphysaires qui sont
généralement des defects cavitaires. Si le remplissage de ces cavités par le ciment ne pose pas
de probléme, son extraction peut étre difficile et traumatisante, avec un risque de faillite de
I’ostéosynthese qui est généralement une plaque avec un ancrage épiphysaire situé a proximité
immédiate de la PSO. Pour cette raison, il est recommandé de combler le défect par des billes
de ciment confectionnées par le chirurgien au moment de 1’intervention. Il doit s’agir de billes

de grande dimension qui seront aisées a retirer lors du T2 (Masquelet 2017).
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Pseudarthroses récalcitrantes

Alain-Charles Masquelet a récemment appliqué sa technique aux pseudarthroses aseptiques
rebelles sans perte de substance. Il s’agit de pseudarthroses ayant déja fait I’objet de plusieurs
tentatives de consolidation par divers procédés. Le principe est de realiser une TMI
« engainante » autour de ces pseudarthroses qui sont hypotrophiques et mal vascularisées
(Figure 15).

Lors du T1 le foyer est d’abord traité de fagon conventionnelle par ablation du matériel
en faillite, excision de la fibrose, reperméabilisation des cavités médullaires et nouvelle
ostéosynthése avec mise en compression. Ensuite, deux ou trois tuiles en ciment en forme de %4

de tube sont placées autour du foyer de fagon a créer une chambre membranaire périphérique.

Le T2 est effectué deux mois plus tard. La membrane est incisée et les tuiles retirées. Le
sac membranaire comporte alors deux feuillets : 1’un externe au contact des parties molles,
’autre interne a la surface de 1’os. Une décortication du foyer de pseudarthrose est effectuée au
travers du feuillet interne pour détacher des copeaux corticaux restant attachés a la membrane.
Enfin, le sac membranaire est rempli par des greffons spongieux placés entre les deux feuillets.

La consolidation est habituellement acquise en trois mois (Masqguelet et al. 2020).

Figure 15 : TMI engainante pour pseudarthrose du fémur récalcitrante au docking site d’un

transport osseux : imagerie avant et aprés le T1 (a), retrait des tuiles, nouvelle fixation et greffe
au T2 (b), consolidation apres 9 mois (c)
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Pertes de substance osseuse infectées — Annexes 1 et 2

L’analyse de la littérature montre que 1’infection est la premic¢re cause d’échec de la TMI
(Mathieu et al. 2020). La présence de germes a I’intérieur de la membrane va en effet nuire aux
greffons osseux qui n’ont pas de vascularisation propre : elle peut causer une résorption rapide
de la greffe ou des réveils septiques tardifs (Masquelet 2020). De plus, d’aprés 1’étude
expérimentale de Shah et al. (2017), I’infection altérerait les capacités ostéogéniques de la
membrane en diminuant 1’expression locale de certains facteurs de croissance. Il semble enfin
que la présence de germes dans un environnement osseux s’accompagne d’une diminution des
ostéoblastes et des CSM mais aussi d’une augmentation des facteurs de résorption osseuse et

des cytokines pro-inflammatoires (Sanchez et al. 2013).

Ainsi, le premier prérequis a I’utilisation de la TMI est 1’absence d’infection. Dans le
cas d’une PSO infectée, le traitement de I’infection doit donc étre effectué avant I’application
de la technique: c’est le TO, qui doit étre idéalement dissocié du T1. Des précautions

particuliéres devront ensuite étre prises lors des deux temps opératoires.

Etape TO

Le traitement de I’infection osseuse est avant tout chirurgical, basé sur le débridement et le

parage de la perte de substance pluritissulaire :

1- Le débridement consiste en une « mise a plat » de la plaie par une incision large

des enveloppes cutanée et fasciale pour accéder a la totalité des tissus infectés.

2- Le parage consiste ensuite en I’excision des tissues infectés : parties molles et os.
Dans les lésions récentes, le parage des parties molles consiste a exciser les tissus
trés fortement contaminés ou voueés a la nécrose. Dans les lésions chroniques, il
s’agit de retirer les tissus suspects d’infection et les tissus fibreux mal vascularisés.
Le parage osseux réalise 1’excision des séquestres, c’est-a-dire des fragments
osseux libres de toute attache, et la régularisation des extrémités osseuses jusqu’en
zone saine : il s’agit de retirer 1’os nécrosé jusqu’a obtenir des tranches osseuses
saignantes. Enfin il est parfois nécessaire de réaliser un alésage centromédullaire de
I’0s a reconstruire avant de réaliser I’irrigation de la plaie et de la cavité¢ médullaire.
Cette irrigation est effectuée a basse pression en utilisant de sérum physiologique

dans lequel peut étre dilué un antiseptique (Masquelet 2020).
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Dans certaines Iésions pluritissulaires a haute énergie fortement contaminées ou dans
les infections osseuses chroniques, le controle de I’infection impose souvent la réalisation de
plusieurs parages espacés de 2 a 3 jours. Il est en effet difficile d’étre certain du caractére viable

ou non de parties molles contuses ou d’un os infecté de longue date.

Entre ces sessions de parages, la plaie peut étre laissée ouverte et pansée a plat, ou bien
protégée par un pansement a pression négative qui assure un drainage efficace et évite la

recontamination par les germes environnementaux (Mathieu et al. 2020).

En complément de I’excision des tissus infectés, la décontamination de la PSO passe
par une antibiothérapie ciblée et prolongée, qui est guidée par la réalisation de prélévements
bactériologiques lors de chaque geste de parage. La durée de 1’antibiothérapie varie

habituellement entre 6 et 12 semaines.

Etape T1

L’implantation du ciment dans la PSO implique la fermeture immédiate de la plaie. Dans le cas
d’une perte de substance pluritissulaire infectée, le(s) geste(s) de parage laisse(nt) souvent un
défect des parties molles qui nécessite un geste de reconstruction. L’étendue de la perte de
substance des parties molles peut étre évaluée par la classification de Gustilo et Anderson
(Gustilo et al. 1984) utilisee pour décrire les fractures ouvertes et guider la technique de
réparation de I’enveloppe (Tableau 2). La situation la plus fréquente est celle d’une 1ésion de
type I1IB de Gustilo qui impose la réalisation d’un lambeau de couverture, c¢’est-a-dire d’un

transfert tissulaire ayant sa propre vascularisation.

Type Description des lésions Mode de couverture

I Plaie punctiforme (<1 cm) propre Suture directe

I Plaie > 1 cm avec atteinte limitée des parties molles Suture directe £ en tension
HIA Perte de substance extensive des parties molles, Greffe de peau mince

sans dépériostage, ni exposition du foyer de fracture

Perte de substance extensive des parties molles,

1B avec dépériostage et exposition du foyer de fracture

Lambeau pédiculé ou libre

1nc Tous types d’ouverture avec 1ésion vasculaire et ischémie Selon le type d’ouverture

Tableau 2 : Classification de Gustilo et Anderson (Gustilo et al. 1984)



54

La reconstruction de I’enveloppe des parties molles intervient une fois la stabilisation
instrumentale effectuée et le spacer implanté dans la PSO. Selon la localisation et 1’étendue du
défect, les lambeaux peuvent étre prélevés a proximité ou a distance de la zone lésée. Les
lambeaux prélevés a distance sont généralement des lambeaux libres nécessitant la réalisation
d’anastomoses vasculaires microchirurgicales. Plus rarement il s’agit de lambeaux pédiculés a

pédicule transitoire (Figure 16).

Figure 16 : Utilisation d’un lambeau libre antéro-latéral de cuisse (a) et d’un lambeau cross-leg

a pédicule transitoire (b) au quart distal de jambe

Etape T2

La greffe osseuse est effectuée une fois les parties molles cicatrisées et le traitement antibiotique
achevé. Il faut s’assurer au préalable du contréle de I’infection en se basant sur des critéres
cliniques, radiologiques et biologiques : le dosage sérique de la protéine C réactive (CRP) doit
étre dans les valeurs standards. Il est prudent de respecter une fenétre thérapeutique de 2 a 3
semaines entre 1’arrét des antibiotiques et le dernier dosage de la CRP. Si tous les parametres
sont « au vert», la greffe est effectuée aprés réalisation de prélévements bactériologiques

ultimes : ils serviront a guider I’antibiothérapie complémentaire en cas d’infection torpide.

En revanche, si une récidive septique évidente est constatée avant ou lors du T2, le TO
et le T1 doivent étre recommencés en retirant le ciment, le matériel d’ostéosynthése et la
membrane qui sont tous trois contaminés. Il faut ensuite compléter le parage osseux, relaver les
cavités médullaires, implanter un nouveau matériel de fixation et un nouveau spacer, puis
reprendre un traitement antibiotique adapté aux résultats des derniers prélévements

bactériologiques.
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Stratégies de la stabilisation instrumentale — Annexe 3

Le second prérequis au succes de la technique est une fixation osseuse rigide lors du T2. La
revascularisation et I’intégration des greffons osseux a I’intérieur de la membrane ne peut en

effet se faire qu’a condition d’un montage stable (Masquelet 2017, Masquelet 2019).

Si tous les modes de fixation osseuse peuvent étre utilisés, ils ont chacun leur avantages,
inconvénients, indications privilégiées et leurs conditions d’utilisation dans le cadre de la TMI.
Le choix de I’ostéosynthése dépend en fait du type de 1ésion (PSO ou pseudarthrose sans PSO),
de son caractére infecté ou non, du segment osseux, mais aussi des habitudes du chirurgien
(Figure 17).

En dehors de toute infection, la stabilisation des os longs se fait de la fagon suivante :
enclouage centromédullaire (ECM) pour les diaphyses du membre inférieur, notamment du
fémur ; plaques vissées pour les diaphyses du membre supérieur et toutes les métaphyses ;
fixateur externe pour les PSO trés étendues du tibia (> 20 cm) pour lesquelles méme un clou
verrouillé est insuffisant pour maintenir des axes (Masquelet 2020). Au niveau des extrémités

(main ou pied) les montages font appel a des broches ou des plaques (Mathieu 2020).

Perte de substance osseuse diaphysaire

7 .

Non infectée Infectée
Humérus Féemur Tibia Humérus Fémur Tibia

Avant-bras

A

Plaque ECM / Plaque Spacer armé Fixateur externe
’I
’/

Plaque ECM / Plaque Plaque ECM / Plaque Fixateur externe

Figure 17 : Proposition d’un algorithme pour le choix du mode de fixation (Mathieu 2020)

T1

T2
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En cas d’infection associée, I’'implantation de matériel interne a 1’issue du TO expose a
la récidive septique si le parage est incomplet. Le fixateur externe s’impose alors le plus
souvent, car il assure la stabilisation osseuse sans implantation de matériel au contact de la zone
a reconstruire. Ce mode d’ostéosynthése est cependant mal toléré sur le long terme en raison
de son encombrement, des complications infectieuses survenant sur les fiches, et de
I’enraidissement des articulations de proximité (Mathieu 2020). Dans les localisations ou le
fixateur est mal adapté (fémur, tibia proximal ou distal, et membre supérieur) il est souvent
converti en une fixation interne lors du T2, une fois I’infection éradiquée (Mauffrey et al. 2016).
Certains auteurs ont aussi proposé une tactique de fixation interne séquentielle utilisant des
plaques temporaires recouvertes de ciment chargé d’antibiotiques au T1, puis converties en des
plaques plus rigides lors du T2 (Jia et al. 2020). Nous avons nous-méme décrit une tactique
similaire de fixation interne séquentielle au moyen d’un spacer armé qui se sera détaillée

ultérieurement (Figures 17 et 18).

Figure 18: Fixation séquentielle d’un défect infecté du quart distal du tibia: parage et

exofixation temporaire au TO (a) ; couverture par lambeaux libres et pose d’un spacer armé au

T1 (b) ; fixation définitive par enclouage avec arthrodése tibio-talienne au T2 (c)
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2.2.3 BASES BIOLOGIQUES — Annexe 4

Formation de la membrane

Réaction immunitaire a corps étranger

L’induction de la membrane résulte d’un phénoméne d’inflammation tissulaire causeé par le
spacer en ciment. L’implantation d’un biomatériau déclenche une réaction immunitaire
physiologique nommeée « réaction a corps étranger » qui comporte cing étapes (Anderson et al.
2008, Durand and Collombet 2020) :

1- Adsorption des protéines plasmatiques a la surface du corps étranger ;

2- Recrutement a la périphérie du corps étranger des PNN et initiation de la réponse
inflammatoire aigué ;

3- Réponse inflammatoire chronique avec recrutement de lymphocytes et monocytes se
différenciant ensuite en macrophages ;

4- Activation et fusion des macrophages pour former des cellules géantes multinucléées
visant a résorber le corps étranger par phagocytose ;

5- Recrutement et activation des fibroblastes synthétisant une matrice extra-cellulaire a
base de collagéne pour former une capsule autour du corps étranger, ¢’est-a-dire une

« membrane d’encapsulation a corps étranger » (Figure 19).

Inflammation aigué Inflammation chronique Encapsulation
1) Adsorption des protéines  2) Recrutement des 3) Recrutement des 4) Activation et fusiondes  5) Recrutement des fibroblastes et
plasmatiquesa la surface du neutrophiles monocytes et différenciation macrophages en cellules géantes encapsulation
corps étranger en macrophages multinucléées M\

Immunoglobulme Neutro hile
émaue

Plaquette |
7’7 &
LAY

é—?“éf@“_

Matrice extracellulaire

. (co!laséne,...)

}~

Heures/jours Semaines

Figure 19 : Etapes de la réaction immunitaire a corps étranger (Durand and Collombet 2020)
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Structure histologique de la membrane

L’histologie des membranes d’encapsulation a corps étranger a largement été étudiée. Chez
I’homme et dans un environnement osseux elle a une épaisseur moyenne de 1,6 mm et se

compose de trois couches distinctes (Durand et al. 2019) :

- Une « couche profonde » en contact avec le PMMA, épaisse de 3 & 4 couches de
cellules d’origine monocytaire (CD68+, RANK+, CTR-) ;

- Une « couche intermédiaire » constituée de fibres de collagéne paralléles a I’axe du
ciment PMMA et de vaisseaux sanguins, mais dont la démarcation n’est pas aisée ;

- Une «couche superficielle » épaisse a I’interface avec les muscles, riche en
fibroblastes, myoblastes, collagéne et vaisseaux sanguins, et contenant aussi des

cellules géantes multinucléées (Figure 20).
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Figure 20 : Structure histologique de la M1 avec coloration hématoxyline-éosine-safran (HES)
et grossissement x10 : couche profonde (a), intermédiaire (b) et superficielle (c)

Comparativement aux membranes d’encapsulation développées au sein des parties
molles, les MI en site osseux comportent également des CSM et des précurseurs
hématopoiétiques a I’origine des ostéoclastes (Gindraux et al. 2017, Gouron et al. 2017). Les
CSM sont des cellules multipotentes capables de se différencier en ostéoblastes, chondrocytes
et adipocytes. Elles jouent un rdle fondamental dans la régénération osseuse. A I’inverse, les
ostéoclastes sont des cellules initiatrices du remodelage osseux. La présence de ces cellules
semble liée a I’existence d’ilots de cartilage et de minéralisation parfois observés dans la
membrane elle-méme. Cependant, ces ilots d’ossification membraneuse ne sont pas

constants (Durand and Collombet 2020).
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Ces notions histologiques rendent compte du réle de barriere protectrice de la Ml qui,
a l’issue du T2, protege la greffe osseuse des macrophages situés dans les parties molles
périphériques. Cela explique que des greffes de plus de 5 cm soient possibles a I’intérieur d’une
membrane sans étre résorbees. Le recrutement de CSM au sein de la MI démontre également

qu’elle dispose de propriétés ostéogéniques favorisant 1’intégration de la greffe.

Propriétés biologiques de la membrane

Pelissier et al. (2004) ont été les premiers & mettre en évidence les propriétés angiogéniques et
ostéogéniques des MI. En implantant du PMMA en sous-cutané chez le lapin, ils ont montré

que les membranes sécrétaient des facteurs de croissance : VEGF, TGF- 1, BMP-2.

Propriétés angiogéniques

Le VGEF-A est un facteur de régulation de I’angiogenése sécrété. Il influence aussi
I’ostéogénese, notamment la différenciation ostéoblastique et le recrutement des ostéoclastes
(Hu and Olsen 2016). Wang et al. (2020) ont récemment montré que le VEGF-A est synthétisé
par des cellules myéloides suppressives CD11b+Grl+ (cellules immunitaires d’origine
myéloide comme les monocytes et les macrophages) présentes dans la Ml ; et que le nombre
de ces cellules est directement corrélé a la densité vasculaire de la membrane. Ces propriétés
angiogéniques aboutissent a la formation de bourgeons vasculaires endomembranaires qui
pénétrent les anfractuosités des greffons spongieux pour les revasculariser. C’est pour cette
raison que la stabilisation instrumentale doit étre stable a 1’issue du T2 : elle doit s’opposer a
tout micromouvement pouvant cisailler ces bourgeons vasculaires (Masquelet 2020).

Propriétés ostéogéniques

Depuis les travaux de Pelissier et al. (2004) il a été montré que la MI sécrete de nombreux
facteurs de croissance et de cytokines propices a la réparation tissulaire, dont la BMP-2 et le
TGF- B1. Tang et al. (2018) ont ainsi suggéré que la synthése de ces deux facteurs stimulerait
la voie de signalisation des mitogen-activated protein kinases (MAP-K) menant a 1’activation
du runt-related transcription factor-2 (RUNX-2), lequel est un facteur de transcription clé
associe a la différenciation des CSM en ostéoblastes. La membrane sécrete également du
stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) impliqué dans la réparation osseuse endochondrale, ainsi

que divers médiateurs de I’inflammation tels que les IL-6 et IL-8 (Durand and Collombet 2020).
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Au total, d’un point de vue biologique, la M1 est une chambre de régénération tissulaire

qui favorise I’intégration de la greffe osseuse de trois facons :

1- En protégeant la greffe des macrophages situés a 1’extérieur de la chambre

membranaire ;
2- En revascularisant les greffons spongieux par des bourgeons vasculaires ;

3- En stimulant le processus d’ostéogénése par le recrutement de cellules souches et

par la sécrétion de médiateurs ostéoinducteurs et pro-inflammatoires.

Facteurs affectant les propriétés membranaires
Age de la membrane

La question de I’intervalle idéal entre les deux temps opératoires reste en suspens. Le délai
initialement recommandé par Alain-Charles Masquelet était de 2 mois (Masquelet 2000). Ce
délai tenait compte du temps nécessaire a la formation de la membrane et a la cicatrisation

compléte des parties molles.

A la suite des premiers travaux expérimentaux menés dans les années 2000, il est apparu
qu’un raccourcissement du délai T1-T2 serait souhaitable pour que la greffe osseuse soit
effectuée dans une membrane présentant des propriétés angiogéniques et ostéogéniques
optimales. Pelissier et al. (2004) ont en effet montré que le pic de sécrétion des facteurs de
croissance (VEGF et BMP-2) était obtenu a 4 semaines sur des MI de siege sous-cutané chez
le lapin. Heinrich et al. (2013) qui ont étudié les propriétés de Ml en site sous-cutané et intra-
osseux chez le rat, ont également trouvé que leur activité vasculaire et ostéogénique (sécrétion
de VEGF, BMP-2, TGF-B1) était maximale entre 2 et 4 semaines, puis diminuait apres 6
semaines. lls ont aussi montré que les CSM n’étaient présentes que dans les Ml de siége intra-
0sseux a 2 semaines, puis disparaissaient. Sur des MI humaines, Aho et al. (2013) ont rapporté
que le VEGF diminuait rapidement aprés 1 mois, et que les membranes agees de plus de 2 mois
perdaient leur vascularisation au profit d’un tissu fibreux riche en fibres de collagene. Ces
études ont eu tendance a faire raccourcir I’intervalle T1-T2 en pratique clinique : un délai de 6
a 10 semaines est actuellement recommandé. Il est en fait difficile de faire plus court, car la
greffe ne doit étre effectuée qu’une fois les parties molles assouplies et 1’antibiothérapie

achevée.
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A Tlinverse, certaines équipes rapportent la réalisation de greffes tardives sans effet
néfaste sur le taux ou la rapidité de consolidation. Ainsi, chez une série de 26 patients présentant
des PSO de localisations variées, Gindraux et al. (2020) ont effectué le T2 apres un délai moyen
de 5,8 mois et ont obtenu la consolidation aprés un délai moyen de 7,6 mois. Les analyses des
Ml préleveées lors du T2 (chez 7 des 26 patients) ont montré qu’elles contenaient des CSM (CD
73, CD 90 et CD 105) possédant des capacités ostéogeniques in vitro (Gindraux et al. 2020).
Assal and Stern (2014) ont méme rapporté un cas de reconstruction effectuée chez un patient

avec un intervalle de 8 ans entre les deux temps opératoires.

Il semble donc qu’un long délai T1-T2 ne soit pas néfaste. Il y aurait en fait un
recrutement de cellules souches au moment de la greffe : les greffons osseux se comporteraient

comme des corps étrangers réactivant les propriétés biologiques de la membrane a I’issue du

T2 (Masquelet 2017).

Nature du spacer

Adjonction d’antibiotiques

Bien qu’elle soit proposée par de nombreux auteurs pour le traitement des PSO infectées,
I’utilisation de PMMA chargé aux antibiotiques reste débattue (Mauffrey et al. 2016, Nau et al.
2016). Elle n’a pas la faveur d’Alain-Charles Masquelet qui y voit plusieurs inconvénients.
L’antibiotique peut étre inefficace contre les germes en cause et augmenter leur résistance
biologique. La diffusion locale d’antibiotiques peut temporairement masquer une insuffisance
du parage, qui deviendra patente a I’issue du T2 une fois le ciment retiré. Enfin, certains

antibiotiques peuvent affecter les caractéristiques de la membrane (Masquelet 2017).

En utilisant un modele de défect fémoral chez le rat, Nau et al. (2016) ont démontré que
I’épaisseur des MI et la proportion de fibres élastiques étaient influencées par le type
d’antibiotique chargé dans le ciment PMMA. Certains antibiotiques, comme la clindamycine,
sont particulierement cytotoxiques et susceptibles d’altérer la structure de la membrane. En
revanche, I’influence de ces variations structurelles sur les propriétés angiogéniques et
ostéogeéniques des M reste a prouver (Nau et al. 2016). Shah et al. (2017) ont ainsi montré que
la clindamycine est susceptible de restaurer le profil de la réponse inflammatoire et I’expression

des facteurs de croissance de MI contaminées a S. aureus.
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Les méta-analyses actuelles révélent que la majorité des auteurs utilisent des spacers
chargés aux antibiotiques, sans mettre en évidence d’effet positif ou négatif de ces derniers sur
la consolidation osseuse (Morelli et al. 2016, Chen-An et al. 2020). Pour nous, cette utilisation
préférentielle de PMMA aux antibiotiques tient aussi a sa plus grande disponibilité dans les

blocs opératoires, du fait de son emploi en chirurgie prothétique.

Matériau utilisé

Comme discuté préecédemment, toute implantation d’un matériau dans 1I’organisme engendre
une cascade immunitaire complexe aboutissant a 1’encapsulation du corps étranger. Or, les
cellules immunitaires, en particulier les macrophages, sont des cellules dotées d’une grande
plasticité. Elles peuvent adapter leur réponse aux propriétés physico-chimiques du substrat sur
lequel elles se trouvent, comme la composition chimique du matériau, son hydrophilie, son PH

et sa microtopographie de surface (Figure 21, Durand and Collombet 2020).

Des études in vitro ont ainsi montré que la porosité du matériau peut modifier la réponse
macrophagique : les matériaux poreux induiraient une polarisation des macrophages favorisant
le remodelage et la réparation tissulaire par la production de cytokines anti-inflammatoires et
de protéines impliquées dans la synthese de la matrice extra-cellulaire (Rayahin et al. 2017).
De méme, des études in vivo comme celle de Toth et al. (2019) chez le rat, ont révélé que les
spacers rugueux s’accompagnaient d’une augmentation de 1’1L-6, cytokine pro-inflammatoire

semblant jouer un r6le défavorable dans les processus de réparation (Toth et al. 2019).

Si ces études manquent pour I’instant d’applications cliniques concretes, elles ont
permis des avancées cruciales dans la compréhension des mécanismes biologiques impliqués
dans la TMI. Ainsi, il est a présent établi que la MI n’a pas uniquement un effet de barriére
protectrice, et que la reconstruction osseuse peut étre modulée par le type de matériau implanté
lors du T1.

Ces travaux ont ouvert la voie & « I’immunologie régénérative », une discipline récente
en ingénierie tissulaire, qui utilise la modulation de la réponse immunitaire par les biomatériaux
au profit de la reconstruction tissulaire. L’objectif ultime serait d’arriver & une TMI en un seul
temps opératoire par le développement d’un échafaudage bioactif servant a la fois d’inducteur
a la membrane d’encapsulation et de substitut a la greffe osseuse. A notre niveau, nous nous
sommes attachés a évaluer des matéeriaux alternatifs au PMMA, apres avoir déeveloppé et validé

un modele rongeur dédié a I’étude des deux temps de la TMI.
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Figure 21 : Caractéristiques physico-chimiques des biomatériaux modulant 1’activation des

macrophages (Durand and Collombet 2020)

Récapitulatif des apports de nos mises au point concernant I’utilisation de la TMI :

e Définition des conditions et particularités d’utilisation de la technique dans les

contextes sanitaires dégradés (Annexes 1 et 2)

e Synthese des stratégies de la stabilisation instrumentale et introduction de la notion

de fixation interne séquentielle par un spacer armé (Annexe 3)




64

3. VOIES D’OPTIMISATION PAR LA RECHERCHE CLINIQUE

3.1 UTILISATION EN CONTEXTE MILITAIRE

Nous avons été les premiers a évaluer ’application de la TMI dans le cadre particulier de la
pratique militaire. Seuls quelques rares cas cliniques avaient été rapportés avant la publication

de nos études portant sur le segment jambier et les Iésions balistiques.

3.1.1 Reconstruction du tibia — Annexe 5
Objectif

Il s’agissait d’évaluer les résultats cliniques de patients traités dans un trauma center militaire

par la TMI pour la reconstruction de PSO secondaires a des fractures ouvertes de jambe.

Patients et méthodes

Une étude rétrospective a été menée a 1’Hopital d’Instruction des Armées Percy en analysant
les dossiers cliniques des patients traités pour des PSO tibiales entre 2009 et 2018. Ont été
inclus les patients présentant une PSO liée a une fracture récente. Ont été exclus ceux dont la

PSO était liée a une pseudarthrose septique ou a une pathologie non traumatique.

Les données étudiées incluaient : la démographie, le mécanisme et le type lésionnel, les
parametres du traitement chirurgical au TO, T1 et T2, les complications et reprises chirurgicales
a I’issue du T2. Le recul minimal a la révision était de 12 mois. L’évaluation du résultat

concernait la consolidation osseuse et la fonction du membre.

Résultats

Durant la période d’étude, 15 patients ont été traités pour une PSO tibiale liée a une fracture
ouverte récente. Il y avait 12 hommes et 3 femmes, d’age moyen 39 ans au moment du
traumatisme. Le mécanisme lésionnel était un traumatisme a haute énergie dans tous les cas : il
y avait cing lésions balistiques et dix Iésions causées par un accident de la voie publique. Huit
patients présentaient des fractures multiples, et deux étaient des polytraumatisés avec

engagement du pronostic vital.
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Les types lésionnels et les parametres du traitement chirurgical au TO et T1 sont
présentés dans le tableau 3. 1l s’agissait surtout de fractures ouvertes s’accompagnant d’une
large perte de substance cutanée (type I1IB de Gustilo). Une infection précoce était survenue
chez 12 patients (80%). Le nombre moyen de parages durant le TO était de 2,9 avec un délai

moyen entre le traumatisme et le T1 de 22 jours.

Lors du T1, la stabilisation osseuse a été assurée par fixateur externe dans 13 cas, et la
reconstruction de I’enveloppe cutanée s’est faite par un lambeau dans 14 cas. La longueur
moyenne de la PSO était de 7,7 cm. Il s’agissait d’un spacer tibial dans 7 cas et d’un spacer
inter-tibio-fibulaire dans 8 cas. Le délai T1-T2 moyen était de 22 semaines. Neuf patients ont

été réoperés avant le T2 pour des complications, dont cing récidives infectieuses et trois reprises

de lambeaux.
Case Age Mechanism Gustilo grade Location DCO Early infection Debridement Injury- Fixation at 7, Flap coverage at T}
number at 7, T, time
(days)
1 26  Crash i Diaphysis No  Yes 3 58 Ex. Fix Free ALT
2 27  Crash 1B Distal tibia Yes  Yes 2 7 Ex. Fix Free ALT
3 35 Missile B Diaphysis Yes No 2 Ex. Fix Distal sural
4 35 Crash 1B Diaphysis Yes Yes 4 35 Ex. Fix Free ALT
5 33  Crush 1B Diaphysis Yes No 2 11 Ex. Fix Free LD
6 29  Missile IIB Diaphysis Yes Yes 2 6 Ex. Fix Free ALT
7 28  Missile 1B Diaphysis Yes Yes 3 6 Ex. Fix Distal sural
8 28  Missile 1B Diaphysis Yes Yes 2 28 Ex. Fix Distal sural
9 46  Missile 1B Diaphysis Yes Yes 3 7 Ex. Fix Free ALT
10 41  Crash 1B Diaphysis Yes Yes 8 27 Ex. Fix Soleus
11 55 Crash 1B Distal tibia Yes Yes 2 23 Plate Free ALT
12 61 Crash 111B Diaphysis Yes Yes 3 60 Ex. Fix Soleus
13 35 Crash B Distal tibia Yes Yes 4 48 Ex. Fix Free ALT
14 55 Crash 1B Diaphysis Yes Yes 2 4 Ex. Fix Free ALT
15 53 Crash I Proximal tibia No  No | 0 Plate -

ALT, anterolateral thigh; DCO, damage control orthopedics; Ex. Fix., external fixation; LD, latissimus dorsi

Tableau 3 : Données démographiques, Iésionnelles et thérapeutiques au TO et T1

Lors du T2, la fixation externe restait prédominante (12 cas) et était souvent associée a
une osteosynthese interne de la fibula (5 cas). Les prélevements bactériologiques systématiques
étaient positifs dans 6 cas : ces patients ont été traités par 3 mois d’antibiothérapie ciblée au
décours de la greffe. Une greffe osseuse complémentaire s’est imposée apres le T2 dans 7 cas,
dont six GITF. Deux patients (cas n°6 et 14) ont présenté une récidive septique a I’issue du T2 :
I’un a été amputé au niveau trans-tibial, ’autre a été traité par un parage radical (avec excision

compléte de la greffe) suivi d’une nouvelle application de la TMI (Tableau 4).
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Les patients ont été revus avec un recul moyen de 33 mois. La consolidation osseuse
était acquise chez 13 patients (87%) aprés un delai moyen de 10 mois et une moyenne de 6,7
interventions par patient. Au total, une GITF a été nécessaire chez 13 patients (87%). Une seule
récidive septique tardive (cas n°10) a été notée, sous la forme d’une minime fistule épisodique
(Figure 22). Trois patients avaient une limitation modérée de leur périmétre de marche en raison
de douleurs a I’effort. Onze avaient repris leurs activités professionnelles, essentiellement dans

un emploi sédentaire.

Case Defect Spacer Revision after T, T-T, Fixation at T, Revision after T, Bone union Time to
length time bone union
(cm) (weeks) (months)

1 4 Tibial - 8 Ex. Fix - Yes 9

2 4 Tibial ~ Skin grafting 11 Ex. Fix ITFG, tendon transfer Yes 10

3 12 Tibial Hematoma drainage 8 Ex. Fix ITFG Yes 12

4 6 Tibial Debridement +distal sural flap 30 IM nail Nail dynamization Yes 8

5 15 ITF Debridement x 3 +free LD flap 36 Ex. Fix ITFG, tendon transfer Yes 10

6 8 ITF Debridement x 5 42 Ex. Fix Debridement, amputation No -

7 ITF Debridement 49 Ex. Fix - Yes 12

8 8 Tibial Ex. Fix. removal 30 IM nail - Yes 8

9 8 ITF - 21 Ex. Fix ITFG, tendon transfer Yes 12

10 12 ITF Skin grafting 22 Ex. Fix - Yes 8

11 6 Tibial - 15 Plate Debridement, ITFG Yes 12

12 3 ITF Random flap + skin grafting 12 Ex. Fix - Yes 12

13 5 ITF - 12 Ex. Fix - Yes 10

14 8 ITF - 8 Ex. Fix Debridement, 2nd IMT Yes 9

15 7 Tibial Debridement +Ex. Fix 25 Ex. Fix Ex. Fix. exchanges, ITFG No -

ITF, inter-tibiofibular; ITFG, inter-tibiofibular grafting; IM, intramedullary; IMT,induced membrane technique; LD, latissimus dorsi

Tableau 4 ; Paramétres du T2 et délai de consolidation

vdc

Figure 22 : Cas n°10 — Prise en charge différée d’une fracture infectée : A) les parages répétés
ont mené a une PSO de 12 cm ; B) implantation d’un spacer inter-tibio-fibulaire et couverture

par lambeaux locaux ; C) consolidation obtenue en premiére intention
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Discussion

Comparativement aux autres localisations, la reconstruction des PSO tibiales pose des
difficultés particulieres liées a la reconstruction des parties molles, et avant tout au traitement
de I’infection, qui survient rapidement dans ces traumatismes pluritissulaires. Dans notre étude,
I’échec du controle de I’infection était la principale cause de reprise chirurgicale, avant et apres

I’implantation du spacer.

Cette série militaire a trois particularités qui la distinguent des séries civiles rapportant
la reconstruction de PSO tibiales : 1) une reconstruction cutanée par lambeau dans quasiment
tous les cas ; 2) I'utilisation prédominante de la fixation externe ; 3) des reprises chirurgicales
fréquentes pour des parages itératifs ou des greffes osseuses complémentaires a 1’issue de
I’application de la TMI. Malgré la complexité des lésions, nos résultats sont comparables a ceux

des autres auteurs au prix d’un nombre moyen d’interventions élevé (6,7 par patient).

Conclusion

La TMI est adaptée a la reconstruction des PSO tibiales en pratique militaire. Le controle
préalable de I’infection constitue la difficulté majeure dans ces traumatismes pluritissulaires a
haute énergie. La reconstruction de 1I’enveloppe cutanée est quasiment obligatoire. L’ utilisation

de la fixation externe associée a une GITF systématique nous semble préférable.
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3.1.2 Reconstruction des traumatismes balistiques - Annexe 6
Objectif

L’objectif était de comparer I’application de la TMI pour la reconstruction de PSO secondaires

a des traumatismes balistiques (TB) et a des traumatismes conventionnels (TC).

Patients et méthodes

Une étude rétrospective a été menée a I’Hopital d’Instruction des Armées Percy en analysant
les dossiers cliniques des patients traités par la TMI entre 2009 et 2018. Ont été inclus les
patients présentant une PSO d’origine traumatique, toutes localisations confondues. Ont été

exclus ceux présentant une PSO d’origine infectieuse ou tumorale.

Les données étudiées incluaient : la démographie, la notion de tabagisme, le mécanisme
et le type lésionnel, la localisation et la longueur de la PSO. Les paramétres opératoires
incluaient le mode de fixation osseuse, la couverture par un lambeau, le délai entre le
traumatisme et T1, ’intervalle T1-T2 et les reprises chirurgicales apres T2. L’évaluation des
résultats concernait les récidives septiques, I’obtention de la consolidation, la nécessité d’une
greffe osseuse complémentaire ou d’une amputation. Deux groupes ont été considérés pour
I’analyse : TC et TB.

Résultats

Trente-six patients ont été inclus : 24 appartenaient au groupe TC et 12 au groupe TB. Le
mécanisme dominant dans le groupe TC était les accidents de la voie publique (19 cas sur 24).
La moitié des TB étaient dus a des agents vulnérants de guerre : balle a haute vélocité (4 cas)

ou éclats d’engins explosifs (2 cas).

Il n’existait pas de différence significative entre les groupes concernant la démographie,
la taille des PSO et la présence d’une infection initiale. Le segment jambier était la localisation
principale des PSO, notamment dans le groupe TC (Figure 23). En revanche, les PSO tibiales
étaient plus grandes (moyenne : 9 cm versus 5,9 cm, p=0,02) et les infections plurimicrobiennes

plus fréquentes (8/9 versus 9/19, p=0,05) dans le groupe TB.
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Conventional trauma (n=24) Ballistic trauma (n=12)

Humerus: 3

Forearm: 2 Forearm: 4

Femur: 3 Femur:

Tibia: 15 Tibia: 5

Forefoot: 1 Forefoot: 1

Figure 23 : Répartition des PSO selon le mécanisme lésionnel

Les parametres et les résultats du traitement par la TMI étaient comparables entre les
deux groupes (Tableau 5). Les reprises chirurgicales entre les deux temps correspondaient a des
parages itératifs avec changement de spacer pour des récidives septiques. La majorité des
greffes complémentaires étaient des GITF.

Au dernier recul, le taux de consolidation était de 83% dans les deux groupes. Dans la
série globale, les facteurs de risque d’échec étaient les pseudarthroses et 1’absence de controle

de I’infection dans I’intervalle T1-T2 (Tableau 6).

Conventional trauma Ballistic trauma p
Trauma-to-step-1?, days (mean + ) 24424 14+11 0.18
External fixation at step 1 1124 9/12 0.15
Flap at step 1 1124 7/12 072
Revision between steps 8/24 7/12 0.17
Interval hetween steps, weeks (mean+a) 13.8+8.5 19.3+14 02
Residual infection after step 2 7/24 5/12 0.48
Complementary graft after step 2 7/24 2/12 0.68
Amputation after step 2 1/24 2/12 025
Follow-up, months (mean + ) 242+157 247419 093
Primary consolidation 1424 812 072
Consolidation after graft 20/24 10/12 1
Non-union at last follow-up 3/24 0/12 0.54

3 Recent fractures only.

Tableau 5 : Parametres et résultats du traitement par la TMI
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Success Failure p

Age, years (mean + ) 41.84+15.2 36.24+16.7 0.47
Smoking 8/30 4/6 0.15
Defect size, cm (mean+a) 6.1+34 6.6+22 0.6

Non-union 7/30 4/6 0.05
Flap at step 1 18/30 1/6 0.08
Step 1-2 interval, weeks (mean+ ) 143+10.1 22+13.6 0.24
Infection between steps 5/30 4/6 0.02
Infection after step 2 8/30 4/6 0.15
External fixation at step 2 13/30 5/6 0.18

Tableau 6 : Analyse des facteurs d’échec de consolidation

Discussion

Les groupes TB et TC se composaient de populations comparables en termes de terrain, de
sévérité des I1ésions, de taille des PSO et d’infection associée. Leur prise en charge chirurgicale
était également équivalente, reposant sur le concept de DCO avec une stabilisation osseuse
séquentielle et ’utilisation de lambeaux dans la phase secondaire précoce.

Les résultats cliniques étaient comparables entre les deux groupes concernant les taux
de consolidation, d’infection résiduelle et d’amputation tardive. Les résultats globaux
semblaient conformes aux données de la littérature, mais 1’hétérogénéité des lésions dans cette
série rendait toute comparaison hasardeuse.

La TMI s’intégre parfaitement dans prise en charge séquentielle des traumatismes
pluritissulaires des membres basée sur le DCO. L’inconvénient des deux temps opératoires de
la TMI est négligeable chez ces patients multi-opérés, et devient méme une sécurité lorsque le

contrdle de I’infection est incertain a la phase initiale.

Conclusion

Cette étude démontre pour la premiére fois que la TMI est parfaitement adaptée a la
reconstruction des PSO d’origine balistique. Le contréle préalable de I’infection reste la
difficulté majeure dans les traumatismes pluritissulaires des membres, quelle que soit la cause

du traumatisme.
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3.1.3 Fixation interne séquentielle des defects infectés - Annexe 7

Objectif
Il s’agissait d’évaluer une méthode innovante de fixation interne séquentielle (c’est-a-dire un
changement d’ostéosynthése au T2) utilisant un spacer armé pour la reconstruction de PSO

infectées.

Patients et méthodes

Une étude rétrospective a été menée a 1’Hopital d’Instruction des Armées Percy en analysant
les dossiers cliniques des patients traités par la TMI pour la reconstruction d’une PSO infectée
d’origine traumatique entre 2010 et 2019. Ont été inclus les patients traités par une fixation

interne sequentielle avec un suivi minimum de 12 mois.

Lors du T1, une fixation temporaire était effectuée par un spacer en PMMA renforcé
par une armature centro-médullaire minimale. Dans tous les cas, cette ostéosynthese centro-
médullaire était insuffisante a elle-seule : la stabilité était obtenue par sa combinaison avec un
volumineux spacer manchonnant les extrémités osseuses. Lors du T2, la fixation définitive était

effectuée par une plaque ou un clou centro-médullaire verrouillé.

Les données étudiées incluaient : la démographie, le mécanisme et le type lésionnel, les
especes bactériennes en cause, les parameétres du traitement chirurgical au TO, T1 et T2, les
complications et reprises chirurgicales a I’issue du T2. L’évaluation du résultat au dernier recul

concernait la consolidation osseuse et les éventuelles récidives septiques.

Résultats

Huit patients d’age moyen 58 ans ont été inclus : cing avait été traités pour une fracture ouverte
récente a haute énergie, et trois pour une pseudarthrose septique. Les PSO concernaient le tibia
(n=4), le fémur (n=2) et les deux os de 1’avant-bras (n=2) avec des infections polymicrobiennes

fréquentes (Tableau 7).

Chez les patients présentant des fractures récentes infectées, le délai moyen entre le
traumatisme et T1 était de 52 jours avec une moyenne de 3,6 parages par patient lors du TO. La
longueur moyenne de la PSO était de 8,8 cm. Une reconstruction de I’enveloppe cutanée par
lambeau(x) a été nécessaire pour toutes les fractures récentes. Le délai T1-T2 moyen était de
12 semaines. Un patient (cas n°4) a été réopéré avant le T2 pour un parage complémentaire

avec excision de la MI et changement du spacer armé (Tableau 8).
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Case Age Injury Bone defect Pathogens Antibiotics/duration (weeks)
(years) location
1 56 Nonunion  Forearm S coagulase negative, Bacillus cereus Ofloxacin + rifampicin/12
2 o4 Open Forearm MRSA, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae Daptomycin + cefotaxime +
fracture ciprofloxacin/6
3 87 Nonunion  Distal tibia S coagulase negative Ofloxacin + rifampicin/6
4 47 Open Distal femur Citrobacter freundii, Escherichia coli, Clostridium sp. ~ Ceftriaxone + ciprofloxacin +
fracture metronidazole/12
5 45 Nonunion  Femur Staphylococcus aureus Ofloxacin + rifampicin/6
73 Open Distal tibia ESBL Klebsiella pneumoniae Meropenem + ciprofloxacin/12
fracture
7 36 Open Prox. tibia Klebsiella variicola, Enterococcus jaecium, Vancomycin + cefepime +
fracture Enterococcus faecalis cotrimoxazole/8
8 55 Open Distal tibia Pseudomonas aeruginosa Imipenem-cilastatin + colimycin/6
fracture

ESBL extended spectrum B-lactamases, MRSA methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Tableau 7 : Données démographiques, lésionnelles, germes en cause et antibiothérapie

Au recul moyen de 21 mois, la consolidation était acquise dans 7/8 cas sans récidive
septique. Le delai moyen de consolidation était de 7 mois. Un seul patient (cas n°4 encore)
présentait une pseudarthrose septique a la partie proximale d’une reconstruction massive du
fémur distal qui a nécessité un changement de clou avec une greffe osseuse complémentaire

plus d’un an apres le T2 (Tableau 9).

Case Injury-T1 time  Defect length  Spacer armature Flap coverage Revision T1-T2 time Fixation at Graft material
(days) (cm) (number) after T1 (weeks) T2

| 120 12 Elastic nail (1) - - 16 Plate ICBG + VFG

2 8 6 Elastic nail (1) Free ALT - 11 Plate ICBG

3 180 4 Steinmann pin (2) - - 8 TTCA nail ICBG

4 81 8 Elastic nail (2) Lateral Gastr. Debridement 20 Plate RIA + VFG

5 550 5 Schanz screw (1) - - 8 Plate ICBG

6 61 6 Steinmann pin (2) Free ALT + free - 14 TTCA nail ICBG + RIA
MSAP

7 19 20 Tibial nail (1) Prox. sural + Med. - 13 FTA nail ICBG + RIA +
Gastr. NVFG

8 89 9 Elastic nail (2) Distal sural + free - 8 TTCA nail ICBG + RIA

brachial

ALT anterolateral thigh, FTA femorotibial arthrodesis, Gastr. gastrocnemius,

ICBG iliac crest bone graft, Med. medial, MSAP medial sural artery perforator,

Tableau 8 : Parameétres des TO, T1 et T2
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Case Revision Pathogens Time to Bone Timeto Infection
after T2  found after T2 follow- union bone at the last

up union follow-
(months) (months) up

1 - - 20 Yes 7 No

2 - - 35 Yes 5 No

3 - - 36 Yes 8 No

+ FTA Clostridium 29 No NA Yes

nailing sp., ESBL
— nail P. aerugin-

ex- osa

chang-

e
5 - - 12 Yes 6 No
6 - - 12 Yes 7 No
7 - - 14 Yes 10 No
8 Nail S. aureus 12 Yes 6 No

ex-

chang-

e

ESBL extended spectrum B-lactamases

Tableau 9 : Reprises chirurgicales apreés le T2 et évaluation finale

Discussion

Avec cette technique originale, le spacer en PMMA sert non seulement a induire la réaction

immunitaire a corps étranger, mais aussi a la fixation osseuse entre les deux temps opératoires.

La stabilité relative du montage dans ’intervalle T1-T2 ne semble pas nuire a I’induction de la

membrane, et pourrait méme contribuer au phénomene d’inflammation tissulaire.

Cette tactique de fixation interne séquentielle est particulierement utile dans les

localisations ou le fixateur externe est mal adapté : fémur, tibia proximal ou distal, et membre

supérieur (Figure 24). Le spacer armé présente en outre trois avantages sur les autres types

d’ostéosynthese lors du T1 :

1-

C’est une méthode rapide et stire, qui convient parfaitement aux reconstructions
pluritissulaires complexes, notamment par lambeau libre ;

Le risque d’adhésion des bactéries sur le matériel est limité ;

Le matériel peut étre facilement retiré si un parage complémentaire s’impose avant
leT2;

I1 n’y a pas de risque li¢ aux infections sur fiches de fixateur externe.
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Figure 24 : Traitement d’une pseudarthrose septique du fémur au Mali par un spacer armé

Conclusion

La fixation interne séquentielle par spacer armé est une méthode fiable pour éviter le recours a
la fixation externe. Elle pourrait limiter le risque de récidive septique apres reconstruction des
PSO infectées par la TML.

Récapitulatif des apports de nos travaux sur la TMI en pratique militaire :

e La reconstruction de ’enveloppe des parties molles et la fixation externe avec GITF

sont quasi-systématiques au niveau du tibia

e Le contréle de P’infection reste la préoccupation majeure dans les traumatismes

ouverts a haute énergie, quel que soit le mécanisme

e Le recours au spacer armé lors du T1 est a privilégier pour les PSO infectées situées
en dehors de la diaphyse tibiale
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3.2 UTILISATION EN SITUATION SANITAIRE DEGRADEE

En dépit du grand nombre de publications portant sur la TMI, tres peu articles rapportent son
utilisation en situation précaire. Les PSO post-traumatiques sont en effet fréqguemment
associées a des pertes de substance cutanée et a des infections, dont le traitement est difficile,
sinon impossible, avec des moyens techniques limités. Nous résumons ici notre expérience de

I’utilisation de la TMI dans divers environnements austeres.

3.2.1 Dans un hopital de référence africain — Annexe 8
Objectif

Nous avons évalué les résultats de la TMI pour la reconstruction de PSO tibiales dans un trauma
center d’Afrique de 1I’Ouest ou les moyens techniques et humains sont limités comparativement

a ceux des trauma centers occidentaux.

Patients et méthodes

Une étude rétrospective a été menée a I’Hopital Principal de Dakar en analysant les cas de
reconstruction osseuse par la TMI effectués entre 2007 et 2012. Ont été inclus les patients traités
pour une PSO tibiale, liée a une fracture récente ou une pseudarthrose septique, et suivis

pendant un minimum de 12 mois.

Les données étudiées incluaient : la démographie, le mécanisme et le type lésionnel, les
parametres de la TMI, les complications et reprises chirurgicales a 1’issue du T2. L’évaluation
du résultat concernait la consolidation osseuse, la reconstruction de 1’enveloppe des parties

molles et la fonction du membre — a 1’aide de scores fonctionnels décrits dans 1’annexe 7.

Résultats

Durant la période d’étude, 18 patients ont été traités par la TMI. En considérant les criteres
d’inclusion, 11 patients d’age moyen 36 ans ont été inclus. Ils présentaient huit fractures
ouvertes et trois pseudarthroses septiques du tibia. Le mécanisme était un accident de la voie
publique dans 9 cas. Toutes les PSO étant infectées, la fixation externe était systématique. Le
délai moyen entre le traumatisme et T1 était de 34 jours dans les fractures ouvertes. La longueur
moyenne des PSO était de 4,4 cm. Une reconstruction de 1’enveloppe des parties molles par des

lambeaux pédicules a été nécessaire dans tous les cas (Tableau 10).
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Case Age Mechanism Injury type il(")l{l::;tﬂefect ::Zt;&: (cm) :::; t;::ll;; loss ::lr.:l];r(}d_;lsj Flap coverage at T1

1 24 Crash Gustilo IIIB  Distal third 2 30 23 Distal hemisoleus

2 40  Crash Nonunion Middle third 4 16 NA Prox. saphenous

3 24 Crash Gustilo IIIB Middle third 6 72 16 Prox. soleus

4 28  Blast Gustilo IIIB Prox. third 4 44 32 MG + prox. saphenous
5 71  Crash Gustilo ITIB  Distal third 4 14 34 Lateral supramalleolar
6 35  Crash Gustilo IIIB  Distal third 3 6 50 Distal sural

7 44  Crash Nonunion Middle third 3 4 NA Prox. saphenous

8 48 Crash Gustilo IIIB  Tibial plateau 3 56 31 MG + prox. saphenous
9 22 Crash Gustilo IIB  Distal third 5 30 50 Lateral supramalleolar
10 22 Blast Gustilo IIIB Middle third 11 42 41 Prox. soleus

11 45  Crash Nonunion Distal third 3 36 NA Distal saphenous

MD = medial gastrocnemius, NA = not appropriate, Prox. = proximal

Tableau 10 : Données démographiques, Iésionnelles et thérapeutiques au T1

Le délai T1-T2 moyen était de 11 semaines. Une nécrose partielle d’un lambeau fascio-
cutané est survenue chez trois patients (cas n° 6, 7 et 11) a I’issue du T2 (Figure 25). Ces
complications ont été traitées par thérapie a pression négative seule (cas n°7 et 11) ou par un
lambeau musculaire de deuxiéme intention (cas n°6). Des greffes osseuses complémentaires
ont été nécessaires dans 5 cas : quatre GITF et un enclouage centro-médullaire avec alésage en

relai du fixateur.

Figure 25 : Nécrose partielle d’un lambeau sural distal a ’issue du T2 : reprise par un lambeau

de fléchisseur des orteils aprés thérapie a pression négative artisanale (cas n°6)
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Au recul moyen de 15 mois, la consolidation était acquise dans 9 cas sur 11. Une
récidive septique a été observée dans 5 cas, notamment chez les deux patients en pseudarthrose.
Les reconstructions cutanées de qualité moyenne étaient liées a I’utilisation de lambeaux
combinés ou a la présence d’une fistule. La fonction était principalement limitée par une raideur

de la cheville avec ou sans équin (Tableau 11).

Case  Revision after T1 T1-T2 time Revision after T2 F:ollo“’—up Bo'ne Septic Soft tissue Function
(weeks) time (months) union recurrence coverage
1 Lateral supramalleolar flap 15 Tibial nailing 12 Yes No B A
2 - 9 ITF grafting 18 Yes No A B
3 - 8 ITF grafting 12 No Yes B B
4 - 24 - 22 Yes Yes B B
5 - 8 - 12 Yes No A A
6 - 6 FDL flap 12 Yes Yes B A
7 - 11 ITF grafting 12 No Yes B B
8 - 6 - 19 Yes No A C
9 - 11 - 18 Yes No B B
10 Prox. Saphenous flap 16 ITF grafting 12 Yes No A B
11 - 7 - 17 Yes Yes C B
ITF = inter-tibiofibular, FDL = flexor digitorum longus, Prox. = proximal, VAC = vacuum assisted closure
Tableau 11 : Données opératoires apres T1 et évaluation finale
Discussion

I1 s’agit de la premiere étude rapportant 1’utilisation de la TMI dans un hopital africain. Le
traitement des PSO tibiales est particulierement délicat dans ce contexte ou le contrble de

I’infection et de la reconstruction de 1’enveloppe des parties molles sont difficiles a obtenir.

Le premier écueil est ’infection constante des PSO, liée au délai moyen de 34 jours

entre le traumatisme et la couverture par lambeau. Cela tient a plusieurs facteurs :

- Une arrivée tardive des patients avec des fractures déja infectées ;

- Un encombrement du bloc opératoire par les urgences obstétricales et de chirurgie
générale avec un report fréquent des chirurgies fonctionnelles ;

- Des changements de pansement répétés dans les secteurs d’hospitalisation ou les
patients peuvent étre nombreux dans une méme chambre ;

- Des difficultés a obtenir un traitement antibiotique ciblé et prolongé, dont les

familles doivent supporter le co(t.
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En DI’absence de chirurgien plasticien, la reconstruction de I’enveloppe cutanée est
exclusivement effectuée par des chirurgiens orthopédistes utilisant des lambeaux pédiculés. Les
complications des lambeaux sont fréquentes, en particulier apres leur relevement a I’issue du
T2. Cela témoigne d’une instabilité de la reconstruction des parties molles, qui explique en

partie les récidives septiques constatées dans cette série.

Malgré ces difficultés le taux de consolidation osseuse est de 80%, avec une greffe
osseuse complémentaire et une récidive septique tardive dans plus de la moitié des cas. En
dépits de ces limitations, la TMI reste le seul proceédé de reconstruction disponible dans les
contextes sanitaires dégradés ou les transports osseux et les transferts vascularisés sont

inaccessibles.

Conclusion

Au prix de chirurgies multiples, la TMI apparait efficace pour traiter les PSO infectées du

tibia dans le contexte spécifique d’un hopital de référence africain.
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3.2.2 Dans une formation sanitaire de I’avant — Annexe 9
Objectif

11 s’agissait d’évaluer les résultats de 1’application de la TMI pour la reconstruction des os longs

dans une structure chirurgicale frangaise déployée sur un théatre d’opération extérieure.

Patients et méthodes

Une étude prospective observationnelle a été menée a I’antenne chirurgicale de 1’avant de
N’Djamena (r6le 2 du fuseau Est de I’opération Barkhane) & propos des patients tchadiens
traités par le TMI entre novembre 2015 et décembre 2019.

Les données étudiées incluaient : la démographie, le mécanisme et le type lésionnel
(fracture ouverte ou pseudarthrose), la localisation et la longueur de la PSO. Les parameétres
opératoires incluaient le délai entre le traumatisme et T1, le mode de fixation osseuse,
I’intervalle T1-T2 et les reprises chirurgicales apres T2. L’évaluation des résultats a été
effectuée 12 mois apres ’application de la technique en analysant la consolidation osseuse, le
délai de consolidation, les récidives septiques, ainsi que le succeés ou 1’échec du traitement

conservateur au membre inférieur.

Résultats

Seize patients d’age moyen 33 ans ont été inclus, dont trois enfants de moins de 15 ans. Le
mécanisme lésionnel était un traumatisme a haute énergie dans tous les cas : 13 accidents de la
voie publique et trois plaies par balle de guerre. Il y avait six fractures récentes ou négligées
(datant de moins de 3 mois) et dix pseudarthroses. Les PSO étaient tibiales (n=8), fémorales
(n=6) ou radiales (n=2), et étaient infectées dans 13 cas sur 16 (Tableau 12).

A I’issue du parage, la longueur moyenne de la PSO était de 4,3 cm. La fixation externe
était prédominante au tibia et au fémur lors du T1, mais aussi lors du T2. Une fixation interne
séquentielle a été utilisée dans 3 cas au fémur ou au radius. Le délai moyen T1-T2 était de 61
jours. Les prélévements bactériologiques effectués au T2 étaient positifs dans 4 cas. Les reprises
chirurgicales apres le T2 ont consisté en trois amputations (cas n°2, 6, 9) pour récidive septique

et en une greffe osseuse complémentaire (cas n°3).
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A 12 mois de recul, la consolidation osseuse n’était acquise que dans 8 cas (50%). Huit
patients présentaient une pseudarthrose a I’union entre la greffe et I’'une des extrémités osseuses.
La persistance d’une infection au T2 tendait a €tre corrélée avec I’échec de la technique
(p=0,07). Une insuffisance de stabilité de I’ostéosynthese au T2 était retrouvee chez les patients

en situation d’échec sans récidive septique.

Discussion

Cette etude est la premiere a analyser ’utilisation de la TMI dans une structure chirurgicale de
I’avant. Ses résultats illustrent les difficultés de la reconstruction osseuse dans un
environnement sanitaire précaire, a premiére vue non adapté a ce type de chirurgie. Le taux de
consolidation de 50% est en effet bien inférieur a ceux rapportés dans la littérature (situés aux

alentours de 90%).

L’absence de contrdle de I’infection est la premiére cause d’échec de la technique. Cela
tient d’abord a I’insuffisance du parage osseux. Bien que la plupart des PSO étaient infectées
de longue date, il n’a jamais été effectué de parages itératifs avant I’implantation du ciment : le
TO et le T1 ont toujours été effectués lors de la méme procédure. Nous savons a présent que
dans ces infections osseuses chroniques, le T1 ne doit étre effectué qu’aprés plusieurs temps de
parage, une fois le ou les germe(s) identifié(s) et 1’antibiothérapie ciblée débutée. Un défaut
d’antibiothérapie est I’autre explication aux récidives septiques. Nombre de patients n’ont en

effet pas pu suivre la totalité du traitement prescrit faute de moyens financiers.

L’insuffisance de la stabilisation instrumentale au T2 est la seconde cause d’échec. Les
erreurs les plus fréquentes étaient ne pas réaliser de GITF au segment jambier, ou d’utiliser une
exofixation définitive insuffisamment rigide au fémur. Ces échecs résultent d’un manque
d’expérience des chirurgiens déployés qui, pour la plupart, ne connaissaient pas les subtilités
de la technique. Pour pallier cet écueil, la TMI est actuellement enseignée a tous les internes
d’orthopédie militaires frangais dans le cadre d’un cours de chirurgie de réparatrice en situation

précaire.

Conclusion

L’utilisation de la TMI dans une structure chirurgicale de 1’avant est difficile mais profitable

aux populations locales. Elle impose une formation préalable des chirurgiens déployeés.
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3.2.3 Vers une technique sans ciment — Annexe 10
Introduction

L’ utilisation de la TMI en contexte sanitaire dégradé est souvent limitée par le manque d’acces
au ciment en PMMA.. Afin de contourner cet obstacle, nous avons utilisé des spacers faits de

seringues en polypropyléne (PPP) dans une structure chirurgicale de 1’avant.

Observations

Casl

Un patient malien de 33 ans présentait une PSO diaphysaire infectée des 4°™ et 5°me
métacarpiens gauches dans les suites d’un traumatisme balistique datant de plusieurs semaines.
Le traitement a consisté en un parage radical suivi d’une stabilisation par broches et de la mise

en place de 2 seringues de 5 ml au niveau des PSO.

Aprés 6 semaines d’antibiothérapie ciblée, le T2 a été effectué¢ avec une fixation
définitive par plaques et une greffe cortico-spongieuse a I’intérieur de la membrane induite

autour des seringues. La consolidation osseuse était acquise 2 mois plus tard (Figure 26).

Figure 26 : Reconstruction des 4°™ et 5°™ métacarpiens a 1’aide de seringues en PPP

Cas 2

Un militaire malien de 25 ans était admis pour une plaie de la main gauche occasionnée une par
balle a de guerre a haute vélocité. A I’issue du parage il existait une perte de substance
pluritissulaire intéressant le 2°™ et le 3°™ rayon. Aprés une exofixation, les Iésions vasculo-
nerveuses ont été réparées par suture directe, I’enveloppe cutanée reconstruite par un lambeau

interosseux postérieur et des seringues placées au niveau des PSO.
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Le T2 a été effectué 6 semaines plus tard avec une fixation définitive par plaques et des
greffes cortico-spongieuses. Au dernier recul de 4 mois, la consolidation était acquise avec une

fonction limitée par la raideur (Figure 27).

Figure 27 : Reconstruction pluritissulaire d’un traumatisme balistique de la main : parage et

lambeau pédiculé (a gauche) ; radiographies a I’issue du T1 et au dernier recul (a droite)

Discussion

L’utilisation de seringues comme alternative au PMMA dans le cadre de la TMI a été rapportée
la premiere fois par des auteurs bengalis lors du congres de la Société Internationale de
Chirurgie Orthopédique et Traumatologie (SICOT) de 2016 (Mozumder et al. 2016). Avec cet

article, nous confirmons la pertinence de cet artifice lorsque le PMMA n’est pas disponible.

Dans les deux cas rapportés, les seringues en PPP ont entrainé la formation d’une
membrane d’encapsulation dont I’aspect macroscopique était similaire a celui des membranes
obtenues avec le PMMA. L’obtention rapide de la consolidation a I’issue du T2 semble montrer

que les ces membranes favorisent aussi la régénération osseuse.

Conclusion

Les seringues en PPP pourraient étre une alternative au PMMA dans les contextes sanitaires
dégradés. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour étudier les propriétés
biologiques des MI par le PPP. C’est dans cet objectif que nous avons mené une étude

expérimentale sur un modele rongeur de défect fémoral segmentaire (cf chapitre 4.2).
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Récapitulatifs des apports de nos travaux sur la TMI en situation sanitaire dégradée :
e Le retard a la prise en charge est la regle
e Le controle de I’infection est le plus souvent incertain
e Le chirurgien orthopédiste doit assurer la reconstruction de I’enveloppe cutanée
e La disponibilit¢ du PMMA est un facteur limitant I’application de la technique

e L’implantation de seringues en PPP semble étre une alternative prometteuse a

Iutilisation de spacers en PMMA dans ce contexte
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3.3 IDENTIFICATION DES FACTEURS DE RISQUE D’ECHEC

Le succes de la TMI passe par le respect de prérequis et d’une succession de détails techniques.

Cependant, il semble exister des facteurs de risque d’échec indépendants du chirurgien.

3.3.1 Un cas d’école — Annexe 11

Introduction

Nous rapportons ici le cas d’un patient de 40 ans présentant une PSO fémorale non infectée de
9 cm compliquant une procédure d’allongement. La TMI a d0 étre répétée deux fois avant que
la consolidation ne soit acquise. Lors de chaque procédure, une infection a été éliminée et des

fragments de la M1 prélevés pour des analyses biologiques.

Observation

1 procédure (P1)

Le traitement initial a été effectué dans une autre formation et a consisté en la mise en place
d’un spacer en PMMA autour du clou d’allongement. En raison de problemes médico-légaux,
le patient nous a été adressé pour effectuer le T2 plus de 10 mois aprés. La greffe spongieuse a
été prélevee sur le fémur controlatéral (préalablement allongé) en utilisant le dispositif RIA,
puis mélangée a de I’allogreffe. Cing mois plus tard, une dynamisation du clou a été effectuée
en raison d’un aspect de pseudarthrose a la partie distale de la reconstruction. Celle-ci s’est

compliquée d’un effondrement de la greffe avec raccourcissement de 5 cm (Figure 28).

Figure 28 : Etapes de P1 et effondrement de la greffe aprés dynamisation du clou (a droite)
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2¢™e procédure (P2)

La totalité de la premiere greffe a été retirée : celle-ci était molle, avasculaire et totalement non
intégrée. La longueur du fémur a éte restituée et le verrouillage du clou répété avant de replacer
un second spacer en PMMA. La greffe a été effectuée 2 mois aprés en utilisant les deux crétes
iliaques postérieures combinées a de 1’allogreffe. Les suites semblaient satisfaisantes jusqu’a

ce que survienne une rupture du clou d’allongement 10 mois plus tard (Figure 29).

Figure 29 : Etapes de P2 et rupture du clou d’allongement 10 mois aprés la greffe

3°M procédure (P3)
La partie médiale de la greffe qui était bien intégrée présentait un trait de fracture simple, mais

la partie latérale de la greffe avait été résorbée. Le clou rompu a été retiré et un clou standard
mis en place avant de remettre un spacer partiel dans le défect antéro-latéral restant. La derniere
greffe a été effectuée 3 mois apres en utilisant les deux crétes iliaques antérieures combinées a
de I’allogreffe. La consolidation compléte a finalement été acquise et confirmée au scanner un

an apres P3 (Figure 30).

Analyses des membranes induites

Les membranes P2 et P3 presentaient toutes deux une organisation histologique typique avec
une couche superficielle (au contact du PMMA) riches en fibroblastes et pauvre en
macrophages, et une couche profonde composée de fibres de collagéne contenant des
fibroblastes et des vaisseaux. En revanche, la membrane P1 avait une couche superficielle plus

fine et contenait moitié moins de fibroblastes (Figure 31).
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La cytométrie de flux montrait que les membranes P2 et P3 contenaient de nombreuses
CSM (de phénotype CD45-/CD90+/CD73+/CD105+) alors que la membrane P1 n’en contenait

aucune.

Fibroblast density in membranes
2500 -

2000 -

A

1000 -

A

Number of fibroblasts per mm?

P1 P2 P3
Considered membranes

Figure 31 : Histologie et densité en fibroblastes des membranes lors des procédures P1, P2, P3.
Coloration HES et grossissement x20. L’étoile indique I’emplacement du PMMA avant son
retrait
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Discussion
Ce cas rassemble deux catégories d’échecs de la TMI : un échec biologique lors de P1 et un
échec mécanique lors de P2.

L’¢échec biologique de P1 tient probablement a 1’altération des propriétés biologiques
de la MI qui contenait un nombre réduit de fibroblastes et aucune CMS. La non-intégration de
la greffe et sa consistance molle témoignent de I’absence de propriétés angiogéniques et
ostéogéniques de la membrane P1. Cela pourrait s’expliquer par un intervalle T1-T2 trop long
(10 mois) ou par une réaction immunitaire a corps étranger inadaptée lors de 1’induction de la
membrane. Comme nous I’avons expliqué précédemment, il ne semble pas que le délai entre
les deux opératoires soit un facteur péjoratif puisqu’il se produit un recrutement de facteurs de
croissance et de CSM lors de la greffe. En revanche, chez ce patient, la réaction immunitaire a
pu étre altérée par le traitement anti-inflammatoire prescrit initialement pour traiter les douleurs
intenses liées a I’allongement trop rapide du fémur. Enfin, notons aussi qu’un prélévement d’os
spongieux par le RIA sur un fémur ayant été préalablement encloué et allongé était discutable :

la qualité du greffon lors de P1 n’était peut-étre pas optimale.

L’échec mécanique de P2 est clairement attesté par la rupture du matériel
d’ostéosynthese. L’existence d’une micromobilit¢ entre les deux composants du clou
d’allongement a entrainé des contraintes en varus lors de I’appui. Les forces de distraction ont
empéché I’intégration de la partie latérale de la greffe, alors que les forces de compression ont
permis son intégration du coté médial. L’origine purement mécanique de cet échec est

également confirmée par des propriétés biologiques similaires des membranes P2 et P3.

Conclusions
Ce cas clinique montre une possible relation entre I’altération des propriétés biologiques la Ml
et I’échec de la TMI (échec de la membrane P1). Il souligne aussi la nécessité d’une technique

opératoire rigoureuse (échec de la membrane P2).
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3.3.2 Etude MEMBRAN — Annexe 12
Objectifs

Apres des constats d’échecs a priori non liés a une erreur technique ou d’indication, nous avons
recherché des causes d’échecs biologiques au niveau de la Ml elle-méme. Notre hypothése était
quune MI aux caractéristiques biologiques défectueuses pourrait expliquer 1’absence

d’intégration de la greffe osseuse apres le T2.

Nous avons pour cela lancer une étude clinique, 1’étude MEMBRAN, promue par la
Direction Centrale du Service de Santé des Armées et dirigée par le Dr Marjorie Durand de
I’IRBA. Cette étude porte sur les patients traités au sein des Hopitaux d’Instruction des Armées
Percy et Bégin, et de I’Hopital Saint-Antoine (APHP).

Patients et méthodes

Nous rapportons ici les résultats préliminaires de 1’étude MEMBRAN. Ceux-ci ont été évalués
chez 11 patients de I’Hopital d’Instruction des Armées Percy traités pour des PSO des os longs
par la TMI. Ces derniers ont donné leur consentement au préléevement de fragments de

membrane lors du T2 afin de réaliser diverses analyses biologiques :

- Une analyse histologique de 1’architecture de la MI aprés colorations HES et rouge

Sirius pour évaluer sa composition et 1’organisation des fibres de collagéne ;

- Une analyse immunohistochimique en utilisant des anticorps détectant les
macrophages (anti-CD68), les endothéliales des vaisseaux sanguins (anti-CD31), et

la protéinase MMP-9 impliquée dans le remodelage de la matrice extra-cellulaire ;

- Une recherche de CSM par le procédé de culture d’explants suivi d’une cytométrie
de flux utilisant les anticorps monoclonaux anti-CD45, anti-CD-90, anti-CD73 et
anti-CD105;

- Une analyse de I’expression génique des fragments de MI par PCR pour quantifier
les ARN tissulaires spécifiques de 1’angiogenése (TGF-R2 et Von Willebrand factor
— VWEF), de la mobilisation des macrophages (CD68 et monocyte chemoattractant
protein-1 — MCP-1), de la formation et de la résorption osseuse (runt-related
transcription factor 2 — Runx2) et du remodelage de la matrice extracellulaire
(MMP-9 et tissue inhibitor of metalloproteinase-1 — TIMP-1).
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L’évaluation finale du résultat clinique a été effectuée 6 mois apreés le T2 et concernait

uniquement 1’obtention de la consolidation osseuse radiologique. En fonction du résultat

radiologique, les patients étaient classés comme répondants (groupe R) ou non répondants
(groupe NR) a la TMI.

Résultats

Parmi les 11 patients, huit appartenaient au groupe R et trois au groupe NR. Il n’y avait pas de

différence entre les groupes concernant 1’age des patients ou la longueur de la PSO. En

revanche, I’age des membranes (délai T1-T2) était significativement plus élevé dans le
groupe NR (Tableau 12).

Duration
Patient Bone Defect Bone Defect Fracture Infection .
Identification Age (yrs) Gender (M)  Smoker (Y/N) Location Lenght (cm) Fixation (Y/N) Spac{:—;g} e
R1 30 M N Left tibia 12 Ex.Fix N 20
R2 65 M N Left radius 7 Plate Y 12
R3 87 M N Left tibia 5 Nail Y 6
Responder (R) R4 4q M N Left femur 9 _.\:ul N 8
R5 46 M Y Left tibia 8 K-wires Y 8
R6 55 M N Left tibia 4 Ex.Fix Y 10
R7 42 M N Right tibia 15 Ex. Fix Y 8
RS 40 M Y Right radius 6 Plate Y 8
Non NR1 &7 F N Left tibia 10 Ex. Fix Y 20
responder NR2 40 M N Left femur 9 Nail N 40
(NR) NR3 60 M Y Right 7 Plate Y 9
humerus
Mean +/— Responder 5063 = 6.40 8.25+1.30 10.00 + 1.55
SEM Non-responder  49.00  5.85 8.66 + 0.88 23.00 £ 9.07
P-value 0.88 0.85 0.047
R = responder; NR = non-responder; F = female; M = male; Y = yes; N = no; Ex.Fix = external fixator. * Refers to the same patient undergoing two different and independent

Masquelet surgeries.

Tableau 12 : Parametres démographiques et cliniques

L’analyse histologique montrait que les MI des patients R était composée de deux

couches cellulaires bien distinctes : une couche profonde fine (au contact du PMMA) riche en

fibroblastes et en macrophages, et une couche superficielle épaisse (au contact des muscles)

composée de fibroblastes et de vaisseaux sanguins. Les M1 des patients NR présentaient une

couche profonde trés fine ou absente avec une cellularité significativement inférieure (en

moyenne 802 cellules/mm? pour le lot NR versus 1865 cellules/mm? pour le lot R, p = 0,012 ;

Figure 32).

Malgré cette importante différence d’architecture histologique, la quantité de vaisseaux

sanguins marqués au CD31 n’était en fait pas différente entre les groupes. Il n’y avait donc

pas moins de vaisseaux dans les M1 des patients NR.
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Responder (R) Non-Responder (NR)
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x !
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Figure 32 : Analyse histologique comparative (coloration HES et grossissement x20)

Des CSM ont été isolées dans les Ml de tous les patients R. La cytométrie de flux a
révélé que ces CSM avaient un phénotype CD45- CD90+ CD 73+ CD105+. A I’inverse, les MI
des patients NR n’ont généré aucune CSM. Le contenu en CSM des MI était donc diminué

dans le groupe NR.

La distribution des macrophages a €té évaluée par détection du marqueur CD68 au sein
des MI. Aucune différence n’a été mise en évidence entre les groupes, ni par 1’analyse
immunohistochimique (comptant le nombre cellules positives au CD68) ni par la RT-PCR
quantifiant le géne CD68. De méme, 1’expression du gene MCP-1 n’était pas différent entre les
groupes. Ainsi, la réponse inflammatoire et I’infiltration macrophagique n’étaient pas

diminuées dans les membranes NR.

L’analyse PCR quantitative a montré que le ratio mRNA MMP-9/ TIMP-1 dans les
membranes NR était de 87% inférieur a celui des membranes R (p = 0.04). La baisse de ce ratio
était attribuée a une diminution du mRNA MMP-9, ce qui a été confirmée par une analyse
immunohistochimique montrant que la protéine MMP-9 était quasiment indétectable dans les
membres NR (Figure 33). Cela suggérait une altération du remodelage de la matrice

extracellulaire dans le groupe NR.

A la lumiere de ces résultats nous avons explore les composants fibreux de la matrice
extracellulaire par une analyse histologique du contenu en collagéne des MI. Comme suspecté,
les membranes NR contenaient des fibres de collagéne plus épaisses et regroupées de fagon

plus compacte que les membranes R (Figure 34).
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Figure 33 : Ratio mMRNA MMP-9/TIMP-1 et immunomarquage de la protéine MMP-9 dans

Non-Responder

Figure 34 : Analyse histologique aprés coloration au rouge Sirius : la biréfringence dans le

groupe NR témoigne d’une quantité plus importante de fibres de collagene

Cette ¢étude montre des changements dans la physiologie de la MI en cas d’échec de la

technique, quelle que soit la localisation de la PSO ou le type de fixation. Ceux-ci se

caractérisent par une diminution de sa cellularité et son contenu en ostéoprogéniteurs, ainsi que

par une altération du remodelage de la matrice extra-cellulaire. Ainsi, les MI des patients NR

présenteraient un profil pro-fibrotique pouvant expliquer les échecs thérapeutiques. Par ailleurs,

nos résultats indiquent que la protéinase MMP-9 pourrait étre utilisée comme un biomarqueur

prédictif du résultat.
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Conclusion

Une relation entre 1’échec de la TMI et une altération des propriétés biologiques de la MI est
mise en évidence. Elle nécessite d’étre confirmeée par la poursuite de 1’étude MEMBRAN sur
des cohortes plus importantes de patients. De méme, il serait intéressant de mesurer les niveaux
sériques des protéines MMP-9 et TIMP-1 et voir si le biomarqueur prédictif de la qualité
ostéogénique de la Ml (rapport MMP-9/TIMP-1) peut étre détecté directement dans le sérum

des patients plutdt que sur des fragments de MI.
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3.3.3 Classification des échecs — Annexes 13 et 14

A la lumiére des données de la littérature, de notre expérience clinique et des premiers résultats
de I’étude MEMBRAN, il apparait que les échecs de la TMI peuvent avoir trois origines :
septique, mécanique et biologique ; les échecs biologiques pouvant étre liés au contenu ou au
contenant membranaire. Afin d’aider les chirurgiens a éviter certains piéges lors de 1’application
de la TMI, nous avons proposé une classification distinguant echecs évitables et non évitables
(Figure 35).

Echecs chirurgicaux évitables

Echecs septigues

La récidive septique est de loin la cause la plus fréquente d’échec. Elle peut étre due a une
insuffisance du parage osseux, & une complication lors de la reconstruction des parties molles,
ou a un traitement antibiotique inadapté. Il faut bien garder a 1’esprit que la TMI ne doit étre
appliquée qu’une fois I’infection éradiquée ou sous contréle. Nous soulignons donc que la
récidive septique n’est pas stricto sensu un échec de la technique, mais bien un échec du

traitement préalable de I’infection.

Echecs mécaniques

Le manque de stabilité de 1’ostéosynthese lors du T2 est la seconde cause d’échec la plus
fréquente. Toute micromobilité au sein de la zone reconstruite va en effet s’opposer au
développement des bourgeons vasculaires issus de la MI, et donc a I’intégration de la greffe. Il

s’en suit une pseudarthrose a I’une des extrémités de la reconstruction, généralement en distal.

L’insuffisance de remplissage de la cavité membranaire est une autre cause d’échec
mécanique. Si les greffons ne sont pas suffisamment compactés a I’intérieur de la membrane, ils
peuvent s’accumuler au bas de la reconstruction sous 1’effet de la gravité lorsque le patient se
remet debout. Cela peut aboutir a une pseudarthrose ou une refracture a I’extrémité proximale de

la greffe.

Echecs biologiques

Les échecs biologiques d’origine chirurgicale correspondent aux défauts d’intégration de la
greffe en 1’absence de tout probléme septique ou mécanique. Pour nous ces échecs sont liés a un

contenu ou un environnement membranaire inappropri€. Ils s’observent dans trois situations :
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1- Une utilisation excessive de substitut osseux par rapport au volume d’autogreffe, car en
dépit de leurs propriétés ostéogéniques, les substituts synthétiques sont mal
revasculariseés par la membrane ;

2- L’ajout de facteurs de croissance de synthese (BMP) lors du T2, en raison d’un possible
effet de compétition avec ceux sécrétés par la membrane ;

3- Un tabagisme actif dans la période péri-opératoire. Le tabac est en effet susceptible de
réduire le flux sanguin a I’intérieur de 1’espace de reconstruction et d’altérer le

recrutement des CSM.

Echecs biologiques non évitables

I1 s’agit d’échecs non liés a une erreur de technique ou d’appréciation chirurgicale, mais a une
altération des propriétés angiogéniques et osteogéniques de la MI chez un patient donné. Cette

altération peut étre d’origine physiologique ou circonstancielle.

Echecs physiologiques

Comme nous I’indiquent les résultats préliminaires de 1’é¢tude MENBRAN, les échecs peuvent
étre liés a une altération des propriétés physiologiques de la membrane. Il semble exister des
patients non-répondants a la TMI chez lequel le ratio MMP-9/TIMP-1 membranaire est diminué.
L’importance de la protéinase MMP-9 dans le contexte de la TMI avait été soulignée auparavant
par Haubruck et al. (2018) qui avaient montré des niveaux sériques de MMP-9 plus élevés chez

les patients répondants a la technique.

Echecs circonstanciels

La TMI étant basée sur une réaction a corps étranger, toute altération du systéme immunitaire est
susceptible d’affecter la formation et les capacités biologiques de la membrane d’encapsulation.
Cela explique probablement les lyses de greffons observées apres chimiothérapie dans le cadre
de la reconstruction de PSO d’origine tumorale (Accadbled et al. 2013). Nous pensons également
que les traitements anti-inflammatoires sont susceptibles d’altérer le phénomeéne d’inflammation
tissulaire nécessaire a 1’induction de la membrane (Mathieu et al. 2020). Enfin, bien que des
greffes tardives aient été effectuées avec succes, il reste possible qu’un intervalle T1-T2 excessif

soit un facteur de risque d’échec.
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Figure 35 : Proposition de classification des échecs de la TMI

Anti-inflammatory drugs

Excessive IM maturation ?

Récapitulatif des apports de notre analyse des échecs cliniques de la TMI :

e Nous avons été les premiers a montrer que certains échecs étaient liés a une

altération des propriétés biologiques de la membrane

e Nous suggérons d’évaluer les taux sériques de MMP-9 et TIMP-1 comme

biomarqueurs prédictifs de la qualité ostéogénique de la Ml

e Nous avons proposé une classification des échecs visant surtout a limiter la

survenue d’erreurs chirurgicales lors de I’application de la technique
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4. VOIES D’OPTIMISATION PAR LA RECHERCHE EXPERIMENTALE

Les études expérimentales publiées & propos de la TMI ont deux objectifs : 1) élucider les
phénomenes biologiques impliqués dans son fonctionnement ; 2) d’optimiser son utilisation
clinique. Les pistes de recherche pour 1’optimisation la TMI concernent essentiellement la
détermination de ’intervalle T1-T2 idéal, I’utilisation de spacers alternatifs au PMMA pour
améliorer les propriétés biologiques de la membrane, et 1’évolution vers une technique en un
temps par le recours a une membrane synthétique ou naturelle (Durand and Collombet 2020).
Les travaux que nous effectuons a I’IRBA visent principalement a identifier des matériaux
alternatifs au PMMA.

4.1 NOTRE MODELE RONGEUR DE DEFECT FEMORAL — Annexe 15

Les modeéles actuels d’étude de la TMI reposent sur le mouton, la chévre, le lapin ou le rat
(Klein et al. 2020). Les grands animaux ont I’avantage de permettre des études précliniques,
car les dimensions des os et leur mode d’ostéosynthése sont proches de ceux de I’humain, mais
leur utilisation est colteuse. Le rat est ainsi plus fréquemment utilisé pour étudier les propriétés
biologiques de la membrane. En revanche, la réalisation du T2 est beaucoup plus délicate chez
ces animaux de petite taille. A ’'IRBA, nous avons développé un modéle rongeur de défect

fémoral permettant d’étudier a la fois I’induction membranaire et la réparation osseuse.

Matériel et méthodes

Vingt-huit rats Sprague Dawley ont été nécessaires au développement et a la validation de ce
modele de défect fémoral. s étaient 4gés de 8 semaines (et d’un poids moyen de 200 grammes)

lors du T1. Le T2 n’a été effectué¢ que chez les animaux servant a la validation du modéle.

Protocole chirurgical

Lors du T1, le fémur était aborde par une voie latérale passant sous le vaste latéral pour
implanter un mini-fixateur externe dédié (RatExFix — RISystem®) permettant la création d’une
PSO de 6 mm qui est considéré comme un défaut de taille critique chez le rat. Le défect était
ensuite comblé par un spacer en PMMA cylindrique préalablement moulé dans des moules de
silicone. Lors de la fermeture, la peau était suturée au-dessus du fixateur externe qui était utilisé

comme une ostéosynthése interne (Figure 36).
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Au cours du T2, le spacer était abordé par une voie différente : nous avons utilisé un
abord antéro-médial passant entre le droit antérieur et le vaste medial pour ne pas étre géné par
le fixateur. Le spacer était retiré et les extrémites osseuses avivees. La greffe osseuse était une
allogreffe constituée de fragments d’os spongieux prélevés sur les fémurs distaux d’un animal

donneur sacrifié le méme jour (Figure 37).

Figure 36 : Etapes du T1 : implantation du fixateur par un abord latéral (a), création d’un défect
de 6 mm (b), comblement par un spacer en PMMA (c), radiographie post-opératoire (d)

Figure 37 : Etapes du T2 : abord antéro-médial (a) et retrait du spacer en PMMA (b), mise en
place d’allogreffe compactée dans le défect (c), radiographie post-opératoire (d)
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Conception de I’étude en deux phases

Phase 1 : Développement du modeéle

L’objectif était de déterminer 1’age optimal de la MI pour effectuer le T2. Pour cela, 16 rats ont
recu le T1 puis ont été sacrifiés a divers intervalles apres I’implantation du spacer : 2 semaines
(n=3), 4 semaines (n=6), 6 semaines (n=4) et 8 semaines (n=3). Des fragments de Ml et des

échantillons sanguins étaient alors collectés pour différentes analyses (Figure 38).
Phase 2 : Validation du modele

11 s’agissait de prouver que la MI permettait bien une amélioration de la consolidation osseuse.
Pour cela, la TMI a été appliquée de facon compléte chez 12 rats, avec un intervalle T1-T2
correspondant a celui défini durant la phase 1. Au cours du T2, les rats ont été répartis au hasard
en deux groupes : un groupe Contrdle Positif, dans lequel la MI a été préservée et remplie
d’allogreffe ; et un groupe Contrdle Négatif, dans lequel la M1 a été excisee avant de réaliser la
greffe. Ces animaux ont été sacrifiés 10 semaines apres le T2 pour évaluer la réparation osseuse

a I’aide d’un micro-CT (micro-computed tomography).

Phase 1: Model development Phase 2: Model validation
T1 with PMMA T1 with PMMA
n=16 n=12
/ X weeks* \
2 weeks — |M explants T2 T2
n=3 IM preserved IM removed
n=7 n=5
4 weeks — M explants I:>
n=6 = o
£
3 2
o =
UT wn
6 weeks — iy explants
n=4 Exclusion «— — Exclusion
Exclusion «—] n=2 n=4
n=2 g K r
weeks —
M ex_plants Bone explants Bone explants
n=3 n=5 n=1
T ' ' T
IM histology Micro-CT

IM BMP-2 immunostaining
IM Explant cultures
Serum PINP / TRAP-C

* as defined in phase 1

Figure 38 : Conception de 1’étude
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Analyse des fragments de membrane

Les fragments de membrane prélevés aux différents intervalles ont été analysés en histologie,

immunohistochimie et par culture d’explants.

L’analyse histologique s’est faite apreés une coloration a ’'HES. La densité cellulaire a
¢été mesurée a 1’aide du logiciel Histolab (Microvision Instruments®) par le méme opérateur
ignorant le statut de I’échantillon. Le chiffre retenu était la moyenne de trois mesures effectuées

dans trois zones différentes du fragment de membrane.

Une analyse immunohistochimique a été réalisée en utilisant des anticorps spécifiques
de la BMP-2. Aprés contre-coloration a I’hématoxyline, une coloration brune témoignait de la
présence de BMP-2. Le niveau de BMP-2 a été évalué de facon qualitative par le méme
opérateur ignorant le statut de 1’échantillon : ce niveau pouvait étre coté nul, faible, moyen ou

élevé (Figure 39).

Enfin, une recherche de CSM a été effectuée dans les MI par le procédé de culture

d’explants suivi d’une cytométrie de flux utilisant les anticorps monoclonaux anti-CD31-, anti-

CD-90+, anti-CD73+ et anti-CD45-.

¥ Mid-BMP-2 level

.ﬁﬁat@%: ".{i;,

Figure 39 : Evaluation qualitative du niveau de BMP-2 dans les MI par immunomarquage : la

présence de BMP-2 était associée a une coloration brune.
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Marqueurs sérigues du remodelage 0sseux

Deux marqueurs du remodelage osseux ont été recherchés dans le sérum des rats sacrifiés : le
P1NP (procollagen-1 N terminal telopeptide) mesurant 1’activité de la formation osseuse et le
TRAP-C (tartrate-resistant alkaline phosphatase C) mesurant ’activité de la résorption
osseuse. Ces mesures ont été effectuées par la technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) avec des kits spécifiques de chacun des marqueurs. Le ratio PLNP/TRAP-C a été calculé

pour évaluer le renouvellement osseux a la suite de la création du défect.

Evaluation de la réparation osseuse par micro-CT

Apreés le sacrifice des rats a la 10°™ semaine post-T2, les membres opérés ont été prélevés pour
une analyse de la réparation osseuse au micro-CT. Les images obtenues ont été traitées par un
opérateur ignorant le groupe auquel appartenait le prélevement. Le défect de 6 mm a été localisé
par rapport aux deux fiches adjacentes et défini comme la région d’intérét. A 1’intérieur de cette
région, le volume d’os reconstruit (BV pour bone volume) et le volume total du défect (TV pour

total volume) ont été mesurés en mm?3, puis le ratio BV/TV calculé.

Résultats

Développement du modéle

L’analyse histologique effectuée a 2, 4, 6 ou 8 semaines apres I’implantation du spacer a

toujours montré des MI organisées en deux couches :

- Les MI agées de 2 et 4 semaines étaient bien structurées avec une démarcation
nette entre la couche profonde dense, comprenant fibroblastes et macrophages, et la
couche superficielle composée essentiellement de fibroblastes. Les vaisseaux
semblaient plus nombreux a 4 semaines.

- L’architecture des MI agées de 6 et 8 semaines était plus désorganisée. Ces
membranes avaient un contenu fibreux plus important avec de nombreuses fibres de
collagene et une matrice extra-cellulaire dense. En revanche, la densité cellulaire ne

variait pas de facon significative au fil du temps (Figure 40).

L’immunohistochimie montrait que le niveau de BMP-2 dans les membranes était
maximal a 4 semaines, déclinait a 6 semaines et était nul a 8 semaines. Cependant, il n’y avait

pas de différence significative entre les groupes (Tableau 13).
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IM cell density

2weeks 4weeks 6 we'eks 8 we'eks
p =0.49

Figure 40 : Histologie et densité cellulaire selon I’4ge de la membrane (moyenne = SEM)

2 weeks 4 weeks 6 weeks 8 weeks

IM BMP-2 level (n=3) (n=6) (n=4) (n=3)

None 1 - 2 3

Low 2 4 2 -

Mid - 1 - -

High - 1 - -
p=0,13

Tableau 13 : Evaluation qualitative du niveau de BMP-2 dans les MI par immunohistochimie

Les explants cellulaires des MI &gées de 2 et 4 semaines révélaient des CSM de
phénotype CD31+ CD45- CD90+ CD73+. A I’inverse, aucune CSM n’a été retrouvée dans

les explants cellulaire des M1 agées de 6 et 8 semaines.

Le niveau sérique de PINP était maximal a 2 semaines puis déclinait rapidement, alors
que le TRAP-C restait quasiment constant. Ainsi, le ratio PLNP/TRAP-C était
significativement supérieur a 2 semaines ce qui suggeérait une intense activité de remodelage
osseux apres la création du défect (p=0,002 ; Figure 41).
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Figure 41 : Evolution des marqueurs sériques du renouvellement osseux (moyenne + SEM)

Au total, ces données montraient que ’intervalle T1-T2 ne devait pas excéder 4

semaines. Afin d’éviter des temps opératoires trop rapprochés (éthiquement discutables et a

risque de complications septiques) nous avons retenu le délai de 4 semaines comme temps

d’induction optimal de la MI.

Validation du modéle

Tous les rats du groupe Contrdle Négatif (dans lequel la MI avait été excisée) ont évolué vers

la pseudarthrose : quatre sur cing ont présenté une faillite précoce de 1’ostéosynthése imposant

leur sacrifice avant I’analyse de la réparation osseuse. Pour la méme raison, deux rats du groupe

Controle Positif ont d étre sacrifiés précocement. Bien qu’aucune analyse statistique ne f(t

possible, I’analyse micro-CT & 10 semaines montrait un rapport BV/TV supérieur dans le

groupe Controle Positif (Figure 42).

IM preserved

IM removed

BVITV

IM preserved (n=5) IM removed (n=1)

Figure 42 : Evaluation de la réparation osseuse par micro-CT (moyenne + SEM)
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Discussion

Ce modele d’étude de la TMI présente deux spécificités : 1) I’emploi d’un fixateur externe
comme mode d’ostéosynthése interne ; 2) la détermination préalable de I’intervalle T1-T2

optimal pour obtenir une MI présentant de bonnes capacités ostéogéniques.

Bien qu’inhabituelle, I’utilisation interne du fixateur externe nous est apparue nécessaire
compte-tenu de la croissance continuelle du rat au cours de sa vie. En effet, dans 1’étude
préliminaire a ce protocole le fixateur éetait employé de fagon conventionnelle. Nous avions
alors déploré de frequentes complications infectieuses dues a un conflit entre le corps du
fixateur et la peau de I’animal survenant dans les deux mois suivants I’implantation du matériel.
Nous avons trouvé que ce mode de fixation original présentait des avantages comparativement
aux mini-plaques ou clous employeés par d’autres auteurs : la réalisation du deéfect était trés
précise et reproductible grace a I’ancillaire de coupe, le retrait du spacer était atraumatique, et
la stabilité importante puisque le corps du fixateur était placé au plus prés de 1’os. Le seul
inconvénient était la nécessité d’une modification de 1’abord chirurgical au T2 pour accéder au

spacer sans étre géné par le fixateur et sans léser la membrane.

Le choix de I’intervalle T1-T2 est un point crucial dans les protocoles expérimentaux
étudiant la réparation osseuse. Celui-ci varie entre 4 et 8 semaines selon les auteurs, qui
s’appuient tous sur des études antérieures ayant analysé les propriétés biologiques de MI d’ages
différents (Gouron et al. 2017, Ma et al. 2018, Gaio et al. 2018, Toth et al. 2019). Cela peut
étre discutable dans la mesure ou ces études préalables ont été effectuées par d’autres équipes
dans des conditions différentes. Ici, nous avons nous-mémes montré qu’au-dela de 4 semaines
I’augmentation du tissu fibreux et la disparition des CSM suggéraient une altération des
propriétés ostéogéniques des MI. Bien que les marqueurs du nouvellement osseux montraient
une activité ostéoblastique supérieure a 2 semaines, nous avons retenu le délai de 4 semaines
pour des raisons ethiques et des impératifs chirurgicaux, mais aussi en raison des données de la
littérature (Heinrich et al. 2013, Wang et al. 2015). Enfin, la validation de notre modele

démontrait sans appel 1’apport de la MI dans I’intégration rapide de la greffe osseuse.

Conclusion

Nous avons développé un modele original de défect fémoral chez le rat permettant de reproduire
et d’étudier les deux temps de la TMI. L’utilisation du fixateur externe comme ostéosynthese

interne n’avait jamais été décrite auparavant dans ce contexte.



105

4.2 POLYPROPYLENE : UN SPACER A MOINDRE COUT — Annexe 15

Comme évoqué précédemment, 'utilisation de la TMI en situation sanitaire dégradée est
fréquemment limitée par I’indisponibilité en PMMA. Pour pallier ce manque, des seringues a
usage unique en PPP ont été utilisées en guise de spacer avec de bons résultats cliniques
(Mozumder et al. 2016, Murison et al. 2019). Ce procédé reste cependant marginal, et ne peut

a Pheure actuelle étre recommandé comme alternative au PMMA.

L’objectif de cette étude expérimentale était de comparer des Ml par le PMMA (MI-
PMMA) et par le PPP (MI-PPP) en utilisant notre modele de défect fémoral rongeur. Notre
hypothése était que les MI-PMMA et les MI-PPP présentaient des propriétés biologiques et des

capacités de réparation osseuse semblables.

Matériel et méthodes

Vingt-deux rats Sprague Dawley ont été répartis en deux groupes : 11 ont recus un spacer en
PMMA et 11 ont recu un spacer en PPP. Dans chaque groupe, 4 semaines apres le T1, 6 rats
ont été sacrifiés pour collecter les Ml et 5 rats ont recu une allogreffe osseuse provenant des

rats donneurs (Figure 43). Les rats greffés ont été sacrifiés 10 semaines apres le T2.

T1 with PMMA T1 with PPP
n=11 n=11

/ N/ N

T2 IM explants  IM explants T2

n=>5 n=6 n=6 n=5
|
'_\ IM histology .
o IM BMP-2 immunostaining o
% IM explant cultures %
= Serum PINP / TRAP-C =~
y

Bone explants Bone explants
n=5 n=5

|
Micro-CT

Bone histology

Figure 43 : Conception de 1’étude
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Protocole opératoire

Dans le groupe PMMA, la technique chirurgicale était identique a celle décrite pour le
développement du modele. Dans le groupe PPP, les spacers était composés de deux hémi-tubes
découpés dans une seringue a usage unique de 1 ml (Omnifix-F Solo, B. Braun®) et stabilisés
autour du défect par deux nceuds coulissants au fil résorbable Vicryl 5/0 (Ethicon®). Lors du

T2 le caillot de fibrine présent a I’intérieur du spacer en PPP était systématiquement retiré avant

I’implantation de la greffe dans la MI (Figure 44).

Figure 44 : Groupe PPP : confection du spacer par deux hémi-tubes issus d’une seringue de 1 ml (a),

stabilisation du spacer autour du défect osseux (b), et retrait du caillot de fibrine au T2 (c)

Analyse des propriétés biologigues des membranes

Les fragments de M1 collectés 4 semaines apres le T1 ont été traités par un opérateur ignorant

le statut des échantillons pour effectuer :

- Une analyse histologigque avec coloration HES et comptage de la densité cellulaire
par le logiciel Histolab (Microvision Instruments®) ;

- Une évaluation du niveau de la protéine BMP-2 par immunomarquage comme décrit
dans le développement du modele (Figure 39) ;

- Une recherche de CSM par culture d’explants suivi d’une cytométrie de flux
utilisant les anticorps monoclonaux anti-CD31-, anti-CD-90+, anti-CD73+ et anti-
CDA45-.

Des échantillons sanguins ont également été prélevés sur les rats sacrifiés a 4 semaines

pour mesurer les marqueurs sériques du remodelage osseux PINP et TRAP-C.
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Analyse de la réparation osseuse

Chez les rats ayant recu la procédure complete, la réparation osseuse a 10 semaines a été

évaluée :
- De fagon quantitative au micro-CT par mesure du BV et du TV en mm?, puis calcul
du rapport BVITV ;
- De fagon qualitative par une analyse histologique de la zone osseuse réparée apres
coloration au trichrome de Masson.
Résultats

Propriétés biologigues des membranes

Les MI avaient une architecture histologique comparable dans les deux groupes : les MI-PPP
étaient organisées en deux couches comme les MI-PMMA, sans différence significative de

densité cellulaire (Figure 45).

La protéine BMP-2 était retrouvée dans les deux groupes avec un niveau semblant
plus élevé dans le groupe PPP (Tableau 14). De méme, des CSM étaient isolées dans les deux

groupes sans différence significative (3/3 pour les MI-PMMA versus 4/5 dans les MI-PPP,
p=1).
Bien que les marqueurs sériques du renouvellement osseux étaient légerement inférieurs

dans le groupe PPP, le ratio PINP/TRAP-C n’est pas différent entre les groupes (en
moyenne 5,71 pour le PMMA versus 4,99 pour le PPP, p=0,56).

PMMA

IM cell density

p=0.98

Figure 45 : Comparaison histologique des Ml apres coloration HES (moyenne + SEM)

PPP
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IM BMP-2 level PMMA (n=6) PPP (n=6)
None - -
Low 4 1
Mid 1 2
High 1 3
p=0,35

Tableau 14 : Evaluation qualitative du niveau de BMP-2 dans les MI par immunohistochimie

Réparation osseuse a 10 semaines

L’analyse micro-CT montrait un comblement du défect par de 1’os trabéculaire dans 4 cas sur

5 dans les deux groupes, avec un BV et un rapport BV/TV similaires (Figure 47).

Quel que soit le groupe, 1’analyse histologique montrait que le défect était comblé en
grande majorité par de 1’os néoformé, avec peu de tissu fibreux en périphérie et une quantité

équivalente de foyers d’ossification endochondrale (Figure 48).

= BV 40- BVITV
404 . 30+ ——
T
# ¢.? " % ) o L)
.}I.?....?I :
PMMA PPP PMMA PPP
p=1 p=1

Figure 47 : Comparaison de 1’analyse micro-CT entre les groupes (moyenne + SEM)
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IM-PMMA

IM-PPP

Figure 48 : Comparaison histologique du cal osseux apres coloration au trichrome de Masson

(os minéralisé en bleu, cartilage en rose)

Discussion

Les principaux facteurs influencant la réaction immunitaire & corps étranger, et donc la
formation de la membrane d’encapsulation, sont la localisation du spacer, sa surface et sa
porosité (McBride-Gagyi et al. 2018). A notre connaissance, il s’agit de la premicre étude
analysant cette réaction lors de ’implantation intra-osseuse de PPP. Nous avons donc comparé
nos résultats a ceux d’auteurs ayant testé d’autres matériaux dans des sites intra-osseux, ou

ayant étudié le PPP dans d’autres localisations.

L’organisation histologique des MI-PPP est identique a celle des MI-PMMA, et
conforme aux descriptions faites dans la plupart des études (Gouron et al. 2017, Ma et al. 2018,
Gaio et al. 2018, Toth et al. 2019, Klein et al. 2020). La présence de BMP-2 et de CSM dans
les deux groupes suggere que les MI-PMMA et MI-PPP présentent aussi des capacités ostéo-
inductives et ostéogéniques équivalentes. Avec un modele semblable, Toth et al. (2019) ont
obtenu des resultats similaires en comparant des spacers en PMMA et en titane. A I’inverse,
McBride-Gagyi et al. (2018) ont montré que des spacers en éponge d’alcool polyvinylique
entrainaient la formation d’une membrane fine et mal structurée. Le caractere lisse et rigide du

spacer semble donc essentiel a I’induction d’une membrane adaptée a la TML.
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Nos résultats semblent aussi expliqués par le fait que le PMMA utilisé dans le ciment
chirurgical et le PPP des seringues d’usage médical sont des polyméres rigides présentant des
propriétés proches. Il a en effet été démontré que la réaction a corps étranger induite par le PPP
est similaire a celle induite par d’autres polyméres proches (polyester ou

polytetrafluoroethylene) dans des sites abdominaux et pelviens (Kelly et al. 2017).

Une architecture histologique et des propriétés ostéogéniques comparables dans les
deux groupes ont abouti a une réparation osseuse comparable sur le plan quantitatif (micro-CT)
et qualitatif (histologie osseuse). Comme Toth et al. (2019) nous avons souvent observé des
réparations partielles avec des cals irréguliers et fragiles a 10 semaines de la greffe. Cela peut
s’expliquer par une évaluation trop prématurée de la consolidation, puisque que Gouron et al.
(2017) a obtenu de meilleurs résultats avec une évaluation faite a 18 semaines. De plus, ils ont

utilisé de I’autogreffe (vertebres caudales) et non de 1’allogreffe.

Conclusions

Dans cette étude les MI-PMMA et les MI-PPP présentent des propriétés biologiques et des
capacités de réparation osseuse semblables. Cela confirme nos constatations cliniques selon
lesquelles les seringues en PPP peuvent étre une alternative au PMMA en situation précaire. En

plus d’étre immédiatement disponibles, les seringues présentent d’autres avantages :
- Le manchonnage des extrémités osseuses est facilité ;

- Elles ne chauffent pas 1’os ou les parties molles environnantes contrairement a la

réaction exothermique provoquée par le PMMA lors de sa phase de durcissement ;
- Leur retrait est facile et atraumatique pour la membrane ;

- Elles peuvent étre facilement utilisées dans la TMI engainante (Figure 49).

Figure 49 : Pseudarthrose du fémur traitée par TMI engainante avec deux hémi-seringues
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4.3 RECHERCHE D’AUTRES SPACERS ALTERNATIFS

Nous avons également utilisé notre modele rongeur pour chercher a améliorer les propriétés
biologiques de la M1 en modifiant la nature et la porosité du spacer. Nous avons choisi de tester
du PMMA poreux et du métakaolin, ciment géopolymere utilisé comme échafaudage en

ingénierie tissulaire (Gallego-Perez et al. 2011).

L’hypothese était que ces ciments alternatifs pourraient induire des membranes
d’encapsulation ayant des propriétés ostéogéniques plus favorables a la réparation osseuse que
celles obtenues avec le PMMA lisse conventionnel. Nous présentons ici les résultats

préliminaires de ces protocoles qui sont actuellement toujours en cours.

4.3.1 PMMA poreux versus PMMA lisse

Matériel et méthodes
Elaboration du PMMA poreux

Le PMMA poreux a ¢été obtenu par [Dintégration d’un agent porogene, le
carboxymethylcellulose (CMC) a la matrice PMMA (De Wijn, 1976). Apres plusieurs essais
de formulation, nous avons choisi d’utiliser un hydrogel de CMC a 9% incorporé a hauteur de
40% dans le PMMA. Cette formulation générait des pores d’un diamétre compris entre 120 et

180 pum a la surface du ciment.

Des tests in vitro (résultats non montrés) ont été réalisés pour caractériser la réponse des
cellules sur ce biomatériau poreux et rechercher une éventuelle toxicité. Si la prolifération
cellulaire était la méme a la surface des deux types de PMMA, 1’adhésion des cellules sur le
PMMA-CMC était supérieure a celle observée sur le PMMA commercial (Figure 50). Par
ailleurs, aucune toxicité du PMMA-CMC n’a été mise en évidence par un test inspiré de la
norme 1SO 10993.

Conception de [’étude

Les méthodes d’analyse étaient Similaires a celles utilisées dans 1’étude sur le PPP :

- Dix rats ont été utilisés pour comparer les propriétés des MI agées de 4 semaines :
6 dans le groupe PMMA et 4 dans le groupe PMMA-CMC.
- Douze rats ont recu les deux opératoires pour analyser la réparation osseuse a 10

semaines de la greffe : 7 dans le groupe PMMA et 5 dans le groupe PMMA-CMC.



112

E&E Fond du puit
pPMMA
ES Surnageant
. Ed  Pastille
PMMA : :
Control

0 50 100

Figure 50 : Test d’adhésion comparatif montrant une plus forte adhésion des CSM sur le

PMMA-CMC

Résultats

L’histologie des MI a révélé que les cellules géantes a corps étranger (FBGC - foreign body
giant cells) étaient quatre fois plus nombreuses dans le groupe PMMA-CMC (Figure 51).

FBGC density (FBGC #/ mmz)

5- : * %% :
4- i-. | |
S
34 e
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PMMA-CMC PMMA

Figure 51 : Vue microscopique des FBGC (*) dans une Ml a PMMA-CMC (coloration May-

Grinwald Giemsa) et quantification de leur nombre dans les deux groupes

Concernant la réparation osseuse, les faillites d’ostéosynthese (2/7 avec le PMMA versus 1/5

avec le PMMA-CMC, p=1) et le rapport BV/TV n’étaient pas différents entre les deux groupes
(Figure 52).
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Figure 52 : Aspect radiologique représentatif et résultat de I’analyse au micro-CT

Conclusion

La présence d’un nombre plus élevé de FBGC suggere que le profil de réaction inflammatoire
de type macrophagique est plus élevé avec le PMMA-CMC poreux. L’analyse phénotypique
des macrophages présent dans les MI est actuellement en cours. Cependant, I’augmentation de

la porosité du PMMA ne semble pas améliorer la réparation osseuse chez ce modele.

4.3.2 Metakaolin versus PMMA

Matériel et méthodes

Nous avons choisi de tester le métakaolin comme alternative au PMMA pour trois raisons :
1) ses excellentes propriétés mécaniques, qui expliquent que ce matériau de construction
dérivé de I’argile ait été testé en ingénierie tissulaire (Gallego-Perez et al. 2011) ;
2) sa biocompatibilité, puisque c’est aussi un excipient pharmaceutique et un additif
alimentaire (E559) ;
3) ses propriétés bactéricides (Otto and Hydel, 2013).

Ici encore, les méthodes d’analyse étaient similaires a celles utilisées précédemment :

- Onze rats ont été utilisés pour comparer les propriétés des M| agées de 4 semaines :

6 dans le groupe PMMA et 5 dans le groupe métakaolin.

- Onze rats ont recu les deux opératoires pour analyser la réparation osseuse a 10

semaines de la greffe : 7 dans le groupe PMMA et 4 dans le groupe métakaolin.
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Notons que nous avons aussi essayé de comparer métakaolin lisse et poreux, comme
nous I’avons fait pour le PMMA. Cependant, lors du T2, nous avons constaté une
décomposition du métakaolin poreux avec inclusion de ses produits de dégradation dans la Ml

et dans I’espace de reconstruction, ce qui rendait impossible la poursuite de la TMI.

Résultats

L’analyse histologique préliminaire semble montrer une cellularité plus importante des MI-
métakolin, soit une activité cellulaire plus intense dans ce groupe (Figure 53). Le comptage

cellulaire des différents échantillons est en cours pour valider cette observation qualitative.

PMMA Métakaolin

Face c6té PMMA

3

Figure 53: Vue microscopique des MI au grossissement x 2 aprés coloration HES

Aucune faillite d’ostéosynthése n’est survenue dans le groupe Métakaolin alors que
deux faillites ont été observées dans le groupe PMMA (p=0,49). De méme, le rapport BV/TV
semblait plus important dans le groupe métakaolin (Figure 54).

PMMA Métakaolin BV/TV

PMMA (n=5) Metakaolin (n=4)
p=041

Figure 54 : Aspect radiologique représentatif et résultat de 1’analyse au micro-CT
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Conclusion

Les données actuellement analysées laissent a penser que le métakaolin est un matériau de choix

comme alternative au PMMA dans notre modeéle rongeur de reconstruction osseuse par la TMI.

Récapitulatif des apports de nos travaux expérimentaux :

e Développement d’un modéle rongeur original permettant I’étude des deux

temps de la TMI

e Confirmation de l’intérét des seringues en PPP en tant qu’alternative au
spacer en PMMA, avec des applications cliniques immédiates en contexte

sanitaire dégradé

e Mise en évidence du potentiel ostéogénique marqué des MI autour d’un

spacer en meétakaolin
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5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

5.1 CONCLUSIONS

La TMI est devenue le mode de reconstruction privilégié des PSO segmentaires des membres
pour un grand nombre d’équipes chirurgicales dans le monde entier. La simplicité de cette
technique explique sa large diffusion, et contraste avec la complexité des mécanismes
biologiques impliqués dans son fonctionnement. Cependant, simplicité ne rime pas avec
facilité : le succes de la TMI passe par un respect rigoureux de ses conditions d’application et

principes d’exécution.

En pratique militaire comme en pratique civile, le contrdle de I’infection est la
préoccupation majeure dans les traumatismes a haute énergie. L’origine balistique des 1ésions
ne semble pas étre un facteur aggravant. Les difficultés sont maximales au tibia ou le timing et
le mode de reconstruction de I’enveloppe des parties molles sont déterminants. En raison du
risque élevé de récidive septique dans ces pertes de substances pluritissulaires, 1I’exofixation
définitive est souvent préférée et doit étre associée a une GITF. Dans les autres localisations,
la fixation interne doit toujours étre privilégiée, en recourant a une tactique séquentielle utilisant

un spacer armé dans les PSO infectées.

La TMI est souvent le seul procédé de reconstruction osseuse disponible dans les
contextes sanitaires dégradés, mais les obstacles a son utilisation sont nombreux. La premiére
difficulté réside dans le traitement médical de I’infection osseuse qui est quasi-systématique du
fait du retard a la prise en charge. Le chirurgien orthopédiste doit aussi étre capable d’effectuer
seul la reconstruction de 1’enveloppe cutanée. Enfin, dans les contextes les plus précaires,
I’indisponibilité du PMMA est un obstacle fréquent qui peut étre contourné par 1’utilisation de

spacers faits de corps de seringues en PPP.

L’ absence de contrdle de I’infection et le manque de stabilité de la fixation au T2 sont
les principales causes d’échec de la TMI, mais il existe aussi des échecs d’origine biologique
pouvant étre liés au contenu ou au contenant membranaire. Si les échecs liés au matériel
implanté dans la membrane sont bien connus, nous avons été les premiers a établir une relation
entre I’échec de la TMI et une altération des propriétés biologiques de la MI. Il semble ainsi
exister des patients moins bien répondants a la technique qui pourraient étre identifiés

précocement par le dosage de marqueurs sériques (ratio MMP-9/TIMP-1).
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A I’IRBA, nous avons développé un modele de défect fémoral chez le rat permettant
d’¢étudier I’induction de la membrane et la réparation osseuse. Grace a lui, nous avons montré
que les MI-PPP présentent des propriétés biologiques et des capacités de réparation osseuse
semblables aux MI-PMMA. Cela confirme nos constations cliniques selon lesquelles les
seringues en PPP sont une alternative possible au PMMA en situation précaire. Enfin, nous
travaillons actuellement sur d’autres matériaux alternatifs dans le but d’optimiser les propriétés

ostéogeniques des MI. Les résultats préliminaires obtenus avec le métakaolin sont prometteurs.

5.2 PERSPECTIVES

Nous prévoyons d’utiliser notre modele de défect fémoral pour lancer de nouveaux protocoles
expérimentaux dans les mois a venir. Ces derniers pourraient aboutir a des études cliniques dont
nous pourrons étre le promoteur, au sein de I’Hopital d’Instruction des Armées Percy ou dans

les formations chirurgicales déployées sur les théatres d’opérations.

5.2.1 Optimisation des spacers creux en polypropylene

Les seringues en PPP n’offrant pas la rigidité mécanique du ciment PMMA, elles ne peuvent
pas étre utilisées dans le cadre d’une tactique de fixation interne séquentielle. Cependant, leur
caractére creux pourrait étre mis a profit en utilisant le caillot de fibrine développé a I’ intérieur

ou en les employant comme un porteur de biomatériaux.

Utilisation du caillot de fibrine

Le caillot de fibrine se développant a I’intérieur du cylindre de PPP entre les deux temps
opératoires pourrait avoir des propriétés biologiques favorisant la réparation osseuse. Plutdt que
d’étre retiré lors du T2, le caillot de fibrine pourrait étre utilisé a la fagcon d’un PRP (platelet-
rich plasma) ou d’un PRF (platelet-rich fibrin) et mixé a la greffe spongieuse lors du T2 (Wang
et al. 2017). Cela pourrait étre évalué en comparant nos résultats actuels a ceux d’un lot
supplémentaire de 6 rats traités par un spacer en PPP avec conservation du caillot de fibrine
lors du T2.

Portage de biomatériaux

La seconde possibilité serait d’utiliser le cylindre de PPP comme un porteur d’hydrogels ou
d’éponges (Rothe et al. 2020) pour créer un spacer mixte capable de diffuser des facteurs de

croissance ou des antibiotiques dans 1’espace de reconstruction.
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L’addition de facteurs de croissance de synthese lors du T1 serait susceptible de
modifier les propriétés biologiques de la MI. Si les facteurs ostéoinducteurs risquent surtout de
favoriser 1’apparition de foyer d’ossifications dans la membrane, les facteurs stimulant
I’angiogenese (VEGF ou FGF-2) pourraient favoriser le développement des bourgeons
vasculaires a I’intérieur de la membrane, et donc d’augmenter ses capacités a revasculariser la

greffe a I’issue du T2.

De la méme facon, les biomatériaux placées a I’intéricur des spacers creux pourraient
étre imprégnées d’antibiotiques ciblés sur les germes initialement isolés dans la PSO. Ces
spacers mixtes présenteraient certains avantages par rapports aux spacers en PMMA imprégnés
d’antibiotiques actuellement utilisés. Tout d’abord, ils permettraient un choix plus large et un
dosage plus ais¢ des antibiotiques en s’affranchissant de la réaction exothermique. De plus, ils
favoriseraient la diffusion des antibiotiques dans la cavité médullaire tout en limitant leur
diffusion a la MI qui serait protégée par le PPP. Cela pourrait limiter les altérations

histologiques de la membrane mises en ¢vidence dans 1’étude de Nau et al. (2016).

5.2.2 Influence de P’infection sur I’induction membranaire

Si I’infection persistante est une contre-indication formelle a I’utilisation de la TMI, il est
fréquent que la technique soit utilisée alors que ’infection n’est que faussement controlée.
Comme nous I’avons vu, il arrive parfois que les prélévements bactériologiques systématiques
réalisés au T2 reviennent positifs une fois la greffe effectuée. Bien que I’infection ne soit pas

totalement éradiquée, la consolidation est cependant souvent obtenue.

Afin de mieux comprendre ces succes obtenus en milieu contaminé, nous souhaiterions
étudier I’influence de I’infection sur la formation de la membrane d’encapsulation et sur ses
propriétés biologiques. Il s’agirait de déterminer si les échecs septiques sont liés a 1’action
néfaste des germes sur la greffe ou bien a une altération des capacités ostéogéniques de la Ml
comme le laisse & penser 1’étude de Shah et al. (2017). Notre hypothese est que la réaction
immunitaire a corps étranger n’est pas altérée par la présence de germes au contact du spacer.
Il faudrait pour cela comparer nos résultats actuels a ceux d’un lot supplémentaire de 6 rats

traités par spacer en PMMA avec inoculation d’un germe lors du T1.
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RESUME

Basée sur une réaction immunitaire a corps étranger, la technique de la membrane induite (TMI) est
devenue le mode de reconstruction privilégié des pertes de substance osseuses critiques des membres.
Ce travail réalise une synthése des recherches cliniques et expérimentales que nous avons menées dans
le but d’améliorer les résultats obtenus avec ce procédé. Nous analysons d’abord 1’application de la TMI
dans notre pratique militaire quotidienne, puis en contexte sanitaire dégradé, avant de proposer une
classification de ses échecs qui peuvent étre d’origine septique, mécanique, ou biologique. Nous
présentons ensuite les étapes du développement d’un modéle rongeur de défect fémoral visant a
reproduire et étudier les deux temps de la technique ; & savoir la formation de la membrane
d’encapsulation, puis la réparation osseuse elle-méme. En utilisant ce modele animal original, nous
avons évalué des matériaux innovants pour étendre I’utilisation de la TMI en situation précaire et
améliorer les propriétés ostéogéniques de la membrane. Enfin, a la lumiere de nos résultats, nous

proposons de nouvelles perspectives de recherche basées sur ce méme modéle.
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Based on a foreign body immune reaction, the induced membrane technique (IMT) has become the
preferred method for critical bone defect reconstruction in extremities. The present work is a synthesis
of the clinical and experimental research that we have conducted with the objective of improving the
outcomes of this procedure. First, we analyze the IMT application in our daily military practice and with
low resources, before proposing a classification scheme of its failures that may be from septic,
mechanical, or biological origin. Next, we present the development stages of a rat femoral defect model
reproducing and studying the two steps of the technique, namely the encapsulation membrane formation
then the bone repair itself. With this unique animal model, we have evaluated innovative materials to
extend IMT use to precarious settings and to enhance membrane osteogenic properties. Considering our
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