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Résumé - Introduction : La radiothérapie est une modalité thérapeutique utilisée de maniére systématique dans
le traitement des cancers des voies aéro-digestives supérieures. L'ostéoradionécrose (ORN) représente son principal
effet secondaire ; elle peut survenir tout au long de la vie du patient et compromettre le pronostic vital. Le but de
ce travail est de mettre au point un modéle d‘irradiation de la mandibule chez le lapin afin de mieux connaitre la
pathogénie de LORN et de proposer une meilleure prévention et un traitement plus efficace. Matériel et
méthodes : Un groupe contréle de 7 lapins a permis de connaitre ['anatomie et U'histologie de la mandibule de
lapin. Un premier groupe de 14 lapins a été irradié a raison d'une séance hebdomadaire de 5,5 Gy pendant
5 semaines, soit un équivalent de dose de 46,8 Gy. Ils ont été sacrifiés 1, 4, 12 et 24 semaines apreés la fin de la
radiothérapie. L'analyse statistique n'ayant pas montré de différences significatives avec le groupe contrdle, un
second groupe de 3 lapins a été irradié avec une séance hebdomadaire de 8,0, 8,5 et 9,0 Gy pendant 5 semaines.
Résultats : Les premiers résultats histologiques ont montré une altération vasculaire, une diminution du nombre
de cellules osseuses et des modifications de l'architecture osseuse. Discussion : Le role des éponges collagéniques
intra-alvéolaires, du PRF®, des ultrasons et des cellules souches sera étudié ultérieurement.

Key words: Abstract - A model of mandibular irradiation in the rabbit: preliminary results. Introduction: Radiotherapy is
animal model / head widely used in the treatment of head and neck cancers. Its major adverse effect is osteoradionecrosis, which can
and neck / occur during the whole life of the patient, involving the vital prognosis. The aim of the study was to develop a
radiotherapy / adverse model for irradiation of the rabbit mandible in order to have a better knowledge of radiotherapy-induced bone
effects alterations and thus a better prevention and treatment of osteoradionecrosis. Material and methods: The control

group consisted in 7 rabbits and was used to assess anatomical and histological parameters of the rabbit’s
mandible. A first group of 14 rabbits was weekly irradiated at doses of 5.5 Gy during 5 weeks, at a total dose of
46.8 Gy. Sacrifices were done at 1 week, 4 weeks, 12 weeks and 24 weeks. As histological analysis did not reveal
statistical differences with the control group, a second group (3 rabbits) was weekly irradiated at 8.0, 8.5 and 9 Gy
during 5 weeks. Results: The first histological results seem to show vascular alterations, bone cells decrease and
alterations of bone architecture. Discussion: The role of intra alveolar collagen sponges, PRF®, ultrasounds and
stem cells in bone regeneration after radiotherapy will be further studied.

Dans la prise en charge des cancers des voies aéro-diges-
tives supérieures, le recours a la radiothérapie est presque
systématique. Les effets secondaires de cette modalité théra-
peutique concernent 'ensemble des tissus oro-faciaux. L'os-
téoradionécrose (ORN) constitue l'un des effets les plus
redoutables. L'ORN est causée par une hypoxie, une hypovas-
cularisation et une diminution des cellules osseuses [1]. Elle
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provoque des modifications de l'endothélium vasculaire et
augmente l'excrétion du collagéne [2]. Mais aussi une diminu-
tion de la vascularisation, de l'activité et de la différenciation
cellulaires, de la synthése du collagéne et de 'expression des
facteurs de croissance [3]. Ainsi, 'os devient incapable de ci-
catriser normalement aprés une exposition traumatique ou ia-
trogéne. Malgré la diminution de lincidence de U'ORN (elle est
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passée de 11,8 % dans les années 1960 a environ 1 % actuel-
lement), il n'existe pas de traitement satisfaisant de 'ORN, af-
fection qui peut compromettre la vie du patient. Certains
éléments de sa pathogénie restent toujours inconnus. De
nombreuses études ont été menées pour évaluer les effets de
la radiothérapie sur le tissu osseux, mais la plupart d'entre
elles concernaient des fémurs de lapins ou de rats [4, 5]. Une
étude canadienne a mis au point un modeéle d'irradiation du
complexe orbito-zygomatique chez le lapin immature (7 se-
maines) [6] ; dans ce modéle, deux doses ont été délivrées,
25 et 35 Gy. Zhang et al. [7] ont étudié les effets de la radio-
thérapie sur la régénération osseuse au cours d'une distrac-
tion mandibulaire. Les lapins ont subi 5 séances de 6,5, 7,0,
7,5, 8,0, 8,5 et 9,0 Gy. Les effets étaient dose-dépendants et
les altérations osseuses ont été observées avec les doses su-
périeures a 8,0 Gy [7]. Par ailleurs, le recours a l'oxygénothé-
rapie hyperbare (HBO pour Hyperbaric Oxygen) serait
recommandé lors d’'une distraction mandibulaire afin d’atté-
nuer les effets délétéres de la radiothérapie [8].

L'objectif de cette étude est de développer un modéle ani-
mal de lésions mandibulaires radio-induites permettant ainsi
une meilleure connaissance de la pathogenése de 'ORN, une
meilleure prévention et, a plus long terme, de proposer un trai-
tement plus efficace pour I'ORN.

Matériels et méthodes

Des lapines de race New Zealand White (NZW) dont le poids
variait entre 3,5 et 4,0 kg ont été utilisées. Une période d'accli-
matation de 7 jours a été observée pour 'ensemble des ani-
maux. Les lapins ont été répartis en trois groupes. 7 lapins n‘ont
pas été irradiés : ils constituaient le groupe contréle (GO). Les
14 lapins du groupe G1 ontrecu 5 séances hebdomadaires d'irra-
diation de 5,5 Gy chacune et ont été sacrifiés 1 semaine
(2 lapins), 4 semaines (4 lapins), 12 semaines (4 lapins) et
24 semaines (4 lapins) aprés la fin de la radiothérapie. Les
3 derniers lapins (G2) ont recu respectivement 5 séances heb-
domadaires de 8,0, 8,5 et 9,0 Gy et leur sacrifice a eu lieu
8 semaines apreés la fin de la radiothérapie.

Un scanner a été réalisé sur un lapin témoin pour établir
la dosimétrie de la radiothérapie (Fig. 1). Une prémédication
par injection intramusculaire a été réalisée un quart d’heure
avant le début de lirradiation avec un mélange de kétamine
(12 1,6 ml dImalgéne® 1000 ND) - xylazine (0,6 a 1 ml de
Rompun® ND) - glycopyrrolate (0,2 ml de Robinul® V). Un
cathéter 22G (9,5/10) a été mis en place a la veine marginale
de loreille. Linduction a été réalisée par injection intravei-
neuse d’'un quart de dose du mélange utilisé pour la prémédi-
cation. L'entretien de l'anesthésie a été assuré par une
injection intraveineuse a la demande du méme mélange anes-
thésique. Une feuille en silicone, ayant une densité équivalent-
tissu, a été utilisée pour augmenter artificiellement l'épaisseur
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Fig. 1. Scanner pré-irradiation avec délimitation des organes critiques.
Fig. 1. Pre-irradiation CT scan with delineation of critical organs.

des tissus mous de la face du lapin et concentrer la dose déli-
vrée sur le tissu osseux. Une reconstruction radiographique
numérique (dite DRR pour Digital Reconstruct Radiograph) a
été réalisée au préalable afin de valider le positionnement de
'animal avant le début de lirradiation. Les yeux, l'encéphale
et le corps de l'animal ont été protégés par des caches en
plomb. Les rayons ciblaient le maxillaire et la mandibule avec
des doses équivalant a celles utilisées pour lirradiation des
tumeurs des voies aéro-digestives supérieures (entre 30 et
70 Gy). A laide d'un accélérateur linéaire, habituellement uti-
lisé en clinique, des photons de 6 MeV ont été délivrés. Un ratio
alpha/béta de 2 a été adopté [9, 10] afin de reproduire les
effets osseux tardifs [8, 11].

Des la fin de lirradiation, les animaux étaient transférés
sous des lampes infrarouges et surveillés jusqu'au réveil com-
plet. Un examen clinique était réalisé chaque jour pour évaluer
la récupération et 'état de santé de chaque lapin. En cas
d’atteinte d'un des points limites définis dans le protocole
d'étude, le vétérinaire et le responsable de l'expérimentation
étaient prévenus pour décider de l'euthanasie éventuelle de
'animal. Les points limites standard retenus étaient les sui-
vants : décubitus permanent, convulsions, anémie sévére,
fiévre persistante, anorexie prolongée, signes de douleur ne
rétrocédant pas a la procédure d'analgésie. Aucun animal n'a
été retiré de l'étude et aucun n'a atteint un point limite. Tous
les sacrifices ont été planifiés préalablement et un calendrier
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Fig. 2. Fragments osseux prélevés, maxillaire (1) et mandibulaire (2).
Fig. 2. Maxillary (1) and mandibular (2) bone samples.

prévisionnel établi. Le prélévement des échantillons osseux a
été réalisé a l'aide d'une scie chirurgicale fine. La zone de pré-
levement était comprise entre les incisives et les prémolaires
(Fig. 2). Les fragments ont été fixés dans du formol tamponné
a 4 % pendant 5 jours.

Les critéres retenus pour Uexploration histologique étaient :
nombre et aspect des cellules osseuses (ostéoblastes, ostéo-
cytes, et ostéoclastes), présence de tissu ostéoide et de phos-
phatases acides, nombre et aspect des vaisseaux, présence de
collagene de type I et aspect de la structure osseuse. Pour les
groupes GO et G1, la décalcification a été réalisée avec de
['acide trichloracétique ; pour le groupe G2, une déminéralisa-
tion plus douce avec de I'EDTA. Les coupes obtenues ont subi
trois types de marquage : le trichrome HPS (hématoxyline,
phloxine, safran), le trichrome de Goldner et le marquage his-
tochimique TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase).

L'ensemble du protocole décrit a recu un avis favorable du
Comité d’éthique du laboratoire enregistré auprés du Comité
National de Réflexion Ethique sur 'Expérimentation Animale
(CNREEA) sous le numéro 10.

Résultats

Pour le groupe G1, lirradiation a été réalisée selon le pro-
tocole délivrant une dose thérapeutique équivalente a environ
46,8 Gy. Le ratio alpha/béta était de 2 pour tous les groupes.
La dose équivalente a été calculée a partir d'un modeéle a/b.
Ce modeéle dit linéaire quadratique permet de calculer les doses
équivalentes au fractionnement classique a 2 Gy par séance
selon la formule suivante : D4q 3 26y) = D (physique dose d) x
((@/b + d)/(a/b + 2)). En effet, 5 x 5,5 Gy = 27,5 Gy (dose
physique) équivauten terme d'effets tardifs a 46,8 Gy délivrés
par fraction de 2 Gy soit 23 x 2 Gy.

Fig. 3. Aspect histologique de l'os mandibulaire dans le groupe
témoin (Goldner).

A : tissu adipeux ; C: corticale osseuse avec ostéocytes, ostéoblastes
et ostéoclastes ; D : dent.

Fig. 3. Histological aspect of the mandibular bone in the control group
(Goldner).

A: fat tissue; C: bone with osteocytes, osteoblasts and osteoclasts;
D: tooth.

Le suivi de |'état de santé des animaux a permis de noter
quelques effets secondaires macroscopiques liés a lirradiation,
notamment sur les animaux du groupe G1 sacrifiés 4 semaines
apreés la fin de la radiothérapie. Ils avaient principalement une
atteinte des phanéres : une légere dépilation submandibulaire
et une dyschromie des poils latéraux situés en regard des zones
irradiées. On n'a constaté aucune perte de poids, ni modifica-
tion de l'alimentation, ni altération de l'état de santé générale.
Aucun signe de douleur n’a été exprimé par les animaux.

Aprés la derniére séance d’irradiation, tous les lapins du
groupe G2 ont présenté une interruption de l'alimentation et
des apports hydriques d’environ 24 heures. Trés rapidement,
ils ont été placés sous surveillance continue avec un examen
clinique approfondi toutes les 2 heures. Puis, ils ont recom-
mencé a boire et a manger normalement 24 heures plus tard.
Dans ce groupe, la dépilation sous-mentonniére était plus
intense et associée a un érythéme.

Les fragments prélevés avaient une taille standard : environ
2 cm de long sur 1 cm de large, le prélévement concernait la
hauteur totale de la mandibule (Fig. 2). Des fragments du
maxillaire ont été prélevés dans le groupe GO. Dans le groupe
G2, le tissu osseux semblait moins vascularisé et moins dense.

Dans les 52 lames histologiques provenant du groupe
témoin GO, l'os mandibulaire était caractérisé par une corticale
relativement mince, un os spongieux développé dont les
espaces trabéculaires contenaient surtout du tissu adipeux et
trés peu de tissu hématopoiétique. Les trabécules osseuses
étaient épaisses et non paralléles, témoignant d'un remodelage
osseux intense. Il y avait peu de fibroblastes autour des vais-
seaux et des nerfs (Fig. 3).
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Fig. 4. Aspect histologique de l'os mandibulaire dans le groupe G2
(Goldner).

I:inflammation ; A : altérations de la structure osseuse et diminu-
tion des cellules osseuses.

Fig. 4. Histological aspect of the mandibular bone in the G2 group
(Goldner).

I: inflammation; A: alterations of bone structure with decrease
of bone cells.

Les échantillons du premier groupe G1 ont fourni 120 lames.
Sur les lapins sacrifiés 1 semaine apres la fin de la radiothérapie,
il n'y avait aucun signe d'inflammation, ni fibrose, ni tissu
pathologique. Les vaisseaux et les nerfs avaient un aspect nor-
mal. Seuls quelques ostéoclastes étaient visibles mais il n'y avait
pas de différence statistiquement significative par rapport au
groupe GO. Les résultats étaient comparables quelque soit le
temps entre la fin de l'irradiation et l'analyse histologique.

Pour les 12 lames du groupe G2, l'analyse histologique pré-
liminaire a montré des altérations osseuses sur tous les
prélévements (Fig. 4). Les altérations vasculaires comportaient
une augmentation de 'épaisseur de l'endothélium, une dimi-
nution du nombre des cellules osseuses et une modification
de l'architecture osseuse. L'analyse histologique se poursuit.

Discussion

Le modéle expérimental retenu est le lapin de race NZW.
Malgré les nombreuses différences entre ['os mandibulaire hu-
main et celui du lapin, ce dernier reste un modéle intéressant
pour 'étude des effets de la radiothérapie sur le tissu osseux.
En effet, afin d’établir un modeéle plus proche de la réalité bio-
logique, la dose totale recue a été fractionnée : 5 séances es-
pacées d’'une semaine [8]. La tolérance du lapin aux manipu-
lations d'anesthésie et d'irradiation répétitives a été optimale.
D'autres études ont été réalisées sur des fémurs de rats [5] ou
des beagles. Le lapin semble &tre un compromis intéressant
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entre la fiabilité de ['étude, le colt et la simplicité des mani-
pulations. Le choix du modéle animal était conditionné aussi
par sa faisabilité clinique, lirradiation ayant lieu sous un ac-
célérateur linéaire utilisé en clinique.

Lirradiation du groupe G1 a été réalisée selon un protocole
utilisé dans les tumeurs digestives. La dose clinique délivrée
était de 5,5 Gy hebdomadaire pendant 5 semaines, ce qui cor-
respond a un équivalent de dose thérapeutique de 46,8 Gy. Le
ratio alpha/béta était de 2 afin de déclencher des effets radio-
induits a long terme [8, 11]. Pour explorer ces effets, nous avi-
ons besoin d'une espéce dont le remaniement osseux est
rapide. Le turn-over osseux du lapin est 3 fois plus rapide que
celui de 'homme [4]. De plus, l'os du lapin est facile a mani-
puler et son irradiation est simple a réaliser sous un accéléra-
teur linéaire.

Dans le groupe GO, 7 lapins ont été inclus. 14 échantillons
ont été obtenus (7 mandibulaires gauches et 7 mandibulaires
droits) dont on a tiré 52 lames. Les prélévements maxillaires
ont été testés mais ils ont été trés vite abandonnés en raison
de la trés mauvaise qualité de l'os maxillaire et de son archi-
tecture trés atypique : les cavités aériennes sont trés dévelop-
pées et permettent seulement de prélever quelques mm d'os
alvéolaire. L'analyse histologique des coupes maxillaires a mis
en évidence d'importantes différences entre ['os maxillaire et
l'os mandibulaire, ainsi qu’entre le maxillaire humain et le
maxillaire de lapin. L'os maxillaire du lapin avait donc peu
d'intérét pour notre étude.

Pour assurer une bonne reproductibilité du positionnement
de l'animal lors de séances d‘irradiation, des repéres anato-
miques ont été tracés sur une cale placée sous la téte de
'animal, a savoir : le nez, les yeux et la base de l'oreille. Des
faisceaux de guidage laser ont également été établis sur la cale
pour plus de précision. Les repéres et les faisceaux laser pal-
liaient l'absence du masque thermoplastique habituellement
utilisé a cette fin. Avant chaque irradiation, une reconstruction
radiographique numérique (DRR) a été réalisée pour s'assurer
que le cerveau, les yeux et la moelle épiniére étaient hors du
champ d'irradiation (Fig. 5). Ces organes critiques ont été pro-
tégés grace a des caches plombés.

Le groupe G1 était composé de 14 lapins : 2 lapins ont été
sacrifiés 1 semaine aprés la fin de la radiothérapie, 4 a 4 se-
maines, 4 a 12 semaines et 4 a 24 semaines. Seulement deux
lapins ont été utilisés pour le délai d'une semaine car, a ce
stade, les effets radio-induits observés sont précoces et prin-
cipalement d'origine inflammatoire aigué [12], or notre pro-
tocole avait pour but d'évaluer les effets tardifs radio-induits.

Les résultats d'irradiation sur le groupe G1 n’étaient pas
concluants : aucune différence significative n'a été constatée
par rapport au groupe GO. Plusieurs hypothéses peuvent expli-
quer ces résultats. Tout d'abord, l'absence dans la littérature
de données anatomiques et histologiques sur l'os mandibu-
laire du lapin a rendu difficile 'ensemble des analyses. Cepen-
dant, cette étude a montré que l'anesthésie a répétition ne
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Fig. 5. Reconstruction radiographique numérique pré-irradiation.
Fig. 5. Pre-irradiation DRR (Digital Reconstruct Radiograph).

représentait pas une véritable limite au protocole car aucun
animal n'a été exclu du protocole aprés les 5 séances d'anes-
thésie générale. Seule une discréte accoutumance au produit
a été observée nécessitant ainsi une légére augmentation de
la dose injectée lors des derniéres séances. Par ailleurs, le
traitement histologique des échantillons des groupes GO et G1
a consisté en une décalcification rapide qui a probablement
altéré la qualité de l'os ; en particulier, le marquage histochi-
mique au TRAP na pas révélé de phosphatases acides, en-
zymes caractéristiques des ostéoclastes. Enfin, la dose et/ou
le fractionnement de lirradiation étaient probablement insuf-
fisants. La cicatrisation osseuse chez le lapin serait trés ra-
pide et la consolidation aprés une dose de 5,5 Gy probable-
ment terminée au bout d’'une semaine. Deux choix étaient
possibles pour le groupe G2 : augmenter la dose délivrée par
séance ou réduire l'espacement des séances (jusqu'a 2 séances
par semaine). C'est finalement la premiére option qui a été re-
tenue pour des raisons de tolérance. Zhang et al. [7] ont mis
en évidence des altérations osseuses aprés 5 séances hebdo-
madaires de 8,5 et 9,0 Gy chacune sur l'os mandibulaire du la-
pin aprés une ostéogenése provoquée par une distraction.
Avec ce groupe G2, on avait pour objectif de valider les résul-
tats de la littérature [7] : en conséquence, 3 lapins ont été ir-
radiés selon ce protocole et l'analyse histologique détaillée
est en cours. On doit noter que la toxicité clinique aigué était
importante et les premiéres observations histologiques ont
montré des altérations osseuses notables, méme sans trauma-
tisme osseux (extraction dentaire, ostéogenése par distrac-
tion...). Une irradiation bihebdomadaire semblait une option
difficilement réalisable : selon l'équipe vétérinaire, le lapin
n‘aurait pas pu supporter les 2 séances hebdomadaires
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d'anesthésie générale. De plus, les contraintes logistiques de
cette option rendraient difficile la réalisation de ce protocole.

Conclusion

Etant donné le manque de données dans la littérature,
l'objectif principal de cette étude était de mettre au point un
modéle expérimental d'irradiation mandibulaire chez le lapin
pour mieux comprendre les phénoménes osseux tardifs radio-
induits et de déterminer a quel moment ces effets sont les plus
délétéres. Des ostéoblastes de lapin seront mis en culture, puis
irradiés pour déterminer la dose exacte a délivrer et les moda-
lités précises de lirradiation, afin de valider au niveau
cellulaire les altérations radio-induites.

Dans un second temps, les effets des pansements alvéo-
laires sur la cicatrisation d’'un os irradié seront étudiés apres
des traumatismes chirurgicaux normalisés. Ces pansements,
d'origine endogéne (PRF pour Platelet Rich Fibrin) ou exogéne
(éponges de collagéne), seront éventuellement enrichis par
des cellules souches d’origine adipeuse (ADSCs pour Adipose-
Derived Stem Cells). Différents sites de prélévement des ADSCs
ont été décrits chez le lapin : il semble que les cellules préle-
vées dans l'abdomen ont de meilleures propriétés histolo-
giques [13]. Le prélévement se fait par lipo-aspiration. Selon
les données de la littérature, l'hypoxie stimulerait leur diffé-
renciation et leur adhérence [14]. Cette propriété pourrait étre
intéressante a étudier avec l'os irradié dont L'une des princi-
pales caractéristiques est I'hypoxie.

Deux projets liés sont en cours d’élaboration : le premier
concerne le réle des ultrasons a haute fréquence (HIFU pour
High Intensity Focused Ultrasound) sur la cicatrisation de L'os
alvéolaire irradié du lapin, le deuxiéme la radioprotection
induite par linjection de cellules adipeuses.

Les applications cliniques a court terme sont 'homogénéi-
sation des protocoles d’extractions dentaires en terrain irradié.
L'ORN, malgré sa faible fréquence, reste une complication
redoutable impliquant parfois le pronostic vital du patient. Par
ailleurs, le maintien d'un bon niveau d'os alvéolaire devrait per-
mettre un recours plus fréquent aux implants dentaires qui
sont, dans de nombreux cas, le seul moyen d’obtenir une réha-
bilitation bucco-dentaire fonctionnelle.

Ultérieurement, le modéle pourra étre élargi aux autres
types de nécroses osseuses notamment celles provoquées par
certaines thérapies ciblées comme les bisphosphonates et les
anticorps monoclonaux (bévacizumab, sunitinib, denosumab).
Ces molécules peuvent provoquer une ostéochimionécrose en
induisant des altérations vasculaires.

La pathogénie de 'ORN est encore incomplétement élucidée
etil n'existe pas de traitement conservateur efficace pour cette
affection. L'objectif est donc double : préventif lors des trau-
matismes chirurgicaux (extraction dentaire...), et curatif lors
d'une ORN avérée.
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