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RESUME

La réparation de la fracture tibiale de souris adultes, témoins et irradiées, est
étudiée par les techniques de marquages fluorescents, révélant P'ostéogénése en
cours (phase de minéralisation). Une irradiation de 'organisme entier par les
Rayons X a la dose de 597 R, pratiquée immédiatement aprés la fracture expéri-
mentale, retarde de huit jours cette réparation.

SUMMARY

The healing of the tibia fracture in adult mice (irradiated; controls) is studied by
the fluorescent markers technic which reveals the osteogenesis in progress
(mineralization phase). Total body radiation by X-rays (597 R), practised im-
mediately after the experimental fracture delais the healing for about 8 days.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Heilung von Schienbeinfrakturen erwachsener Miuse (bestrahlte, Kontroll-
tiere) wird mit Hilfe der Technik der fluoreszierenden Indikatoren untersucht,
die die in Entwicklung befindliche Knochenbildung (Mineralisationsphase)
anzeigt. Eine Ganzkorperbestrahlung (597 R), sofort nach der Versuchsfraktur
ausgefiihrt, verzogert diese Heilung um 8 Tage.

INTRODUCTION

Depuis les travaux de DuHAMEL en 1741 [9], la réparation des fractures
expérimentales fait I’objet d’études ininterrompues [s, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 21, 22].
Divers problemes subsistent; on peut toutefois considérer les phases anatomiques
de la réparation comme bien établies. En revanche, ’étude de I’évolution d’une
fracture apres irradiation globale de ’animal reste fragmentaire [1, 2, 3, 4, 10, 23].
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Le présent travail a pour but d’apprécier la succession chronologique des
différentes phases de la reconstruction d’une fracture chez I’animal irradié grice
a Putilisation des marqueurs fluorescents [6, 8, 17]. Son fondement méthodolo-
gique appartient au travail de COUTELIER [5].

MATERIEL ET TECHNIQUE

Pour des raisons circonstancielles nous avons utilisé des souris — souche
C 17 — agées de 8 mois, d’un poids moyen de 20 grammes.

La fracture de la diaphyse tibiale gauche réalisée manuellement évolue ensuite
sans réduction ni contention. Les conditions expérimentales entrainent des
complications génant la réparation.

Les souris sont réparties en deux lots de 40 — celles du premier lot ne subissent
qu’une fracture et constituent nos témoins. Celles du second lot sont irradiées
de 1 a4 7 minutes aprés la fracture.

Conditions d’irradiation : Générateur de rayons X de marque SIEMENS —
Dose d’irradiation : 597 R — Débit de dose 89 R/mn — 220 kV — 15 mA —
Filtre en cuivre de o,5 mm — Distance foyer animal 42 cm — Contrdle de la dose
par chambre Victoreen.

Marquage : nous avons associé¢ le chlorhydrate de tétracycline en solution
stérile et Ializarine rouge S [7]. Cette derniére, inhibant a la concentration utilisée
l’ostéogénése, sera employéc comme marqueur terminal. Les injections se font
par voie intrapéritonéale a la dose de 5o mg/kg de poxds de ’animal pour chacun
des marqueurs. Chaque lot de souris regoit sa premiére m)ecuon le lendemain
du sacrifice du lot précédent (sauf entre 2 et 3) de fagon a suivre de maniére
continue la réparation.

Préparation et examen : le sacrifice des animaux et le prélevement des pieces
a lieu systématiquement 6 heures aprés la derniere injection (alizarine). Les tibias
fracturés sont fixés et déshydratés dans I’alcool a4 1002 par deux bains successifs
de 24 heures chacun, puis inclus en résine stratyl suivant la technique de MATRAJT,
Borbier et coll. [15]. Les blocs sont débités a la scie diamantée en lames minces
de 100 pm d’épaisseur, amincies 2 6o um puis polies sur les deux faces.

Pour P’examen en fluorescence nous utilisons le microscope Orthoplan Leitz
avec une lampe HBO, un filtre d’excitation BG 12 (ou UG 1) couplé avec le
filtre d’arrét K. s1o0.

Les historadiographies ont été effectuées avec un tube a rayons X a foyer
fin (0,3 mm) et fenétre en béryllium, en appliquant les constantes suivantes :
20 kV, 5 mA, distance foyer-objet : 20 cm, pendant 40 minutes. Emulsion sur
plaque de verre type HR Kodak.

RESULTATS

Par convention le jour du (des) traumatisme (s) est noté J. Les injections de
substances fluorescentes sont réalisées a2 | + N (IN étant exprimé en jours).
La fluorescence de Possification tibiale épiphysaire (articulation tibio-fémorale)
nous servira au long de ce travail comme preuve d’un marquage satisfaisant.
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Lot No1:

Lot No 2 :

Injection de tétracycline a | + 1.

Souris témoins : au niveau de la fracture, en périphéric des fragments, il
existe une légere fluorescence qui témoigne probablement de la pré-
sence de sang extravasé [s5].

Quelques ostéoplastes sont fluorescents.
Souris irradiées : aspect identique a celui des souris témoins.

Injections : tétracycline a | + 2; alizarine a | + 3.

Souris témoins (fig. 12) : au niveau de la fracture on observe une
importante réaction cedémateuse. De nombreuses taches fluorescentes
signalent I’hématome.

L’extrémité des fragments fracturés est irréguliere et ne présente
ici aucune fluorescence ce qui indique ’absence d’ostéogénese.

Les ostéoplastes a proximité du foyer sont presque tous fluores-
cents.

A distance du fover, une double marque fluorescente — jaune et
rouge — signale une réaction ostéogénique sous-périostée.

Contre la face endostéale de la diaphyse, a proximité du foyer de
fracture, on retrouve une marque bicolore. Elle s’amincit et disparait
dés que 'on séloigne du foyer.

Par ces images, nous saisissons les premiers stades de ostéogénése
réparatrice. Elle s’établit donc vers la 48¢ heure apres la fracture
conformément aux travaux de CouTELIER effectués sur la cote du lapin.

FiG. 1. — Tétracycline : J + 2; Alizarine : | + 3.

a) Animal témoin : premicre manifestation de Postéogénése sous-périostique et endostéale
(marques jaune et rouge adjacentes) (fleches). La coupe tangentielle ne permet pas de voir
I'extrémité anguleuse des fragments. b) Animal irradié : la tétracycline met en évidence le tout
début de Postéogénese sous-périostique et endostéale (fleches). Pas de marque rouge. Nette

fluorescence des ostéocytes.

Souris irradiées (fig. 1b) : la présence de quelques rares plages fluores-
centes au voisinage de la région fracturée signale probablement
I’hématome. Les extrémités fracturées sont irrégulieres. A distance du
foyer prend naissance en périphérie de la virole diaphysaire une fine
bande fluorescente jaune qui n’est jamais surmontée d’une bande
rouge. Sur la face endostéale pres du trait de fracture on devine une
mince ligne fluorescente jaune.
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A ce stade, nous constatons les premiers effets de P'irradiation sur
Postéogénese réparatrice d’une fracture. Commencée normalement
comme sur I’animal témoin, celle-ci est pratiquement bloquée 4 partir
de la 48¢ heure suivant P’irradiation.

Lot No 3 : Injections : tétracycline 4 | -+ §; alizarine 2 | 49
Souris témoins (fig. 2 a et c) : 'ostéogénese périostée, en pleine exten-
sion, forme maintenant un cal osseux qui « pousse » en direction du
foyer de fracture. Certaines travées de ce cal ont une double marque
jaune et rouge en périphérie. Cest la preuve de leur épaississement
continu.

F1G. 2. — Tétracycline : J + §5; Alizarine : J + 9 - Animal témoin seulement.

a) Une double marque jaune et rouge (fleches) montre la pm;.,rcssion de la virole osseuse pério-

stique; du fait du chevauchement, ce manchon n’est pas symétrique sur toute la périphérie

diaphysaire (voir § c) O\[u);_,cntsc intramédullaire (cercle). b) Ossification endochondrale au
niveau du foyer de fracture (fleche). c) Microradiographie.

Le cal cartilagineux est bien visible au niveau de la fracture.
Il sera ensuite le siege d’une ossification enchondrale (fig. 2 b).
L’ostéogénese intra-médullaire est nette.

Souris irradices : aucun foyer d’ostéogénése n’est décelable au niveau de
la fracture (absence de fluorescence). Cependant, par endroits, contre
la diaphyse, quelques marques rouges signalent la reprise immi-
nente de Possification. Le stade suivant confirmera cette observation.

Lot No 4 : Injections : tétracycline 2 10; alizarine a 19.
4 ) y 9
Sonris témoins (fig. 3 a) : les viroles d’os périostique de chaque fragment
viennent au contact.
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Les bourrelets de cal sous-jacents se rejoignent en de nombreux
points. La fluorescence rouge, trés importante a ce niveau, indique que
la formation et Pépaississement des travées osscuses se poursuit.
Cependant, une certaine diffusion parasite de I’alizarine [5] modifie
probablement cet aspect.

L’extrémité des fragments osseux a un aspect émoussé et, locale-
ment, on discerne un début d’érosion.

fimm
FLbdadolecH

F1G. 3. — Tétracycline : J + 10; Alizarine : J + 19.
a) Animal témoin : soudure des deux manchons osseux. b) Animal irradié : prolifération du cal

osseux, engagée avec un retard de 8 jours sur le témoin. Stade a peine plus évolué que celui
représenté sur la figure 2a, ¢ et d : historadiographie de 3 a et 3 b,

Souris irradices (fig. 3 b) : globalement ’image obtenue est superpo-
sable a celle fournie par la souris témoin du lot No 3.

La fluorescence jaune se retrouve essentiellement contre la diaphyse.
Le reste de la virole osseuse périostique, par sa fluorescence rouge,
montre que la réparation de la fracture irradiée, une fois commencée,
semble se poursuivre normalement.

La prolifération des bourrelets révele maintenant une ostéogénese
active.

L’ossification intramédullaire est nette. On remarque les extrémités
encore irrégulieres des fragments osseux.

Nous saisissons a ce stade la reprise de 'ostéogénese signalée sur
les souris irradiées du lot No 3. Elle est ici marquée en jaune.

Pour les souris témoins et irradiées, I’historadiographie (fig. 3 c
et d) donne une image de la calcification, superposable a celle obtenue
en fluorescence.
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Ainsi ostéogénese réparatrice de la fracture irradiée bloquée au
deuxi¢me jour (48¢ heure), s’amorce de nouveau dix jours apres le
double traumatisme. Le décalage enregistré, c’est-a-dire le retard pris
sur la réparation des fractures témoins, est donc, dans nos conditions
d’expérimentation, de 8 jours.

Lot N 5 : Injection : tétracycline a J -+ 20; alizarine 4 | + 3o0.
Souris témoins (fig. 4 a) : la réparation de la fracture est en voie d’ache-
vement.

Iossification enchondrale est terminée. Les fragments sont
maintenant bien unis par un manchon de cal homogene dont les
travées se sont encore épaissies. Son diamétre général tend a se réduire :
une légere fluorescence jaune marque en effet la fin du dépot — vers
le 228 jour — de la virole osseuse périostique. Elle n’est pas surmontée
d’une marque rouge.

F1G. 4. — Tétracycline : | 4 20; Alizarine : | + 3o0.
a) Animal témoin : les travées du cal sont trés épaissies et remanices. La virole osseuse périostique
est encore bien individualisée (fleche). Chevauchement et angulation marqués. b) Animal irradié :
stade comparable & celui de la figure 3 a. Un des fragments (fleche) traverse tangentiellement le
plan de la préparation ce qui rend la soudure osscuse peu évidente sur ce cliché.

Souris irradices (fig. 4 b) : la reconstruction ossecuse se poursuit.
L’ossification se trouve a un stade équivalent a celui des souris
témoins du lot précédent. Le retard accumulé par la fracture irradiée
— 8 jours — semble donc maintenu.

DISCUSSION

Conformément aux travaux antérieurs [5, 7], nous admettrons que la tétra-
cycline et I’alizarine révelent ostéogénése en cours, au moment de sa calcification,
ainsi que les échanges minéraux au niveau des ostéoplastes et de ’hématome.
De ce fait, cette technique semblait particulierement indiquée pour apprécier et
comparer I’évolution d’une fracture chez les animaux témoins et irradiés.

Notre expérimentation se limite au premier mois de la réparation et ne permet
pas d’étudier la complete consolidation de la fracture.
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Ainsi que SPITTLER [19], nous constatons un retard dans la réparation des
fractures irradiées. Dans nos conditions expérimentales, nous I’évaluons a 8 jours.
Les travaux de SprtTLER chez le rat [19] ont montré que ce retard est proportionnel
a la dose regue. On peut signaler d’autre part les conclusions de H.Q. Woo-
DARD [23] qui estime que « P’effet de 'irradiation avant la fracture est deux fois
plus important qu’aprés la fracture ». Le retard enregistré serait également diffé-
rent dans le cas d’une irradiation locale, pour des animaux jeunes ou séniles.
L’étude comparative détaillée de tous ces facteurs devrait étre féconde. Dans les
deux lots de souris, nous constatons une ostéogénése sous-périostée vers la
48¢ heure, qui se poursuit sans interruption chez les témoins. En revanche, chez
nos animaux irradiés, elle se bloque 2 ce moment pour ne reprendre que 8 jours
plus tard. L’action de Iirradiation sur le périoste stimulé dont les cellules — selon
Tonna et CONKRITE [20] — entrent en division vers la 16¢ heure aprés la fracture,
pourrait étre une des causes de ce retard. La microscopie électronique et les
marquages cellulaires isotopiques semblent des techniques de choix pour tenter
de confirmer cette hypothese. Dans le cadre de notre étude, ostéogénese chez
les animaux irradiés apparait normale. La minéralisation de ’os néoformé semble
identique — comme le montrent les historadiographies — a celle des animaux
témoins. En outre, le retard acquis par les souris irradiées demeure jusqu’a la
consolidation.
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