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I. INTRODUCTION

La régénération tissulaire osseuse s'affirme comme un des
plus importants défis auquel le chirurgien orthopédiste se
trouve actuellement confronté.

La capacité de régénération du tissu osseux dépend de la
présence de cellules osseuses, de facteurs de croissance
et de molécules constituantes de la matrice osseuse. Parmi
ces cellules osseuses, ce sont les ostéoblastes qui jouent un
réle déterminant dans I'ostéogénese. Ils ont pour origine des
cellules multipotentes appelées cellules stromales mésen-
chymateuses, ou Multipotent Mesenchymal Stroma Cell
(MSC) (1), contenues dans le stroma médullaire et possédant
elles-mémes leurs propres capacités d’ostéo-induction (2).
La greffe cortico-spongieuse autologue a été longtemps la
seule solution proposée. Néanmoins, la morbidité spécifique
liée au prélevement du greffon a encouragé la recherche
de solutions thérapeutiques plus conservatrices.
L'injection de moelle osseuse concentrée autologue
(BMC : Bone Marrow Concentrate) semble constituer une
bonne alternative thérapeutique. Elle s’accompagne d’une
morbidité mineure, tout en conservant un certain nombre
des propriétés ostéo-inductrices de la greffe cortico-spon-
gieuse. Sa capacité a induire la formation de tissu osseux
lorsqu’elle est implantée en site osseux, est connue depuis
longtemps. Bien qu’elle ait pu étre utilisée initialement sous
forme non concentrée (3), il a ét€ montré que ses capacités
d’ostéoinduction sont dépendantes du nombre et de la
concentration des MSC. Le BMC permet d'isoler la fraction
des cellules nucléées - contenant les MSC - et d’éliminer
le reste (4). Elle peut étre réalisée en salle d’opération a
I'aide d’un automate portatif.

Le BMC a été d’introduction récente dans le traitement des
pseudarthroses diaphysaires et la technique commence a
étre codifiée a partir de plusieurs publications et surtout
celle de Hernigou.

Le but de cet article est de détailler la technique de la réali-
sation de la concentration de la moelle osseuse dans toutes
ces étapes de prélevement, centrifugation, et injection en

site concerné tout en précisant ses indications. L'indication
la plus concernée est celle de la pseudarthrose.

1. LES SITES DE PRELEVEMENTS :

Le prélevement de la moelle osseuse peut étre fait a partir
de différents sites, la créte iliaque, I’humérus, le calcanéum
et I'extrémité supérieure du tibia. (Tableau I)

Selon Hyer (5), le prélevement de la créte iliaque présente
3 avantages :

e Un nombre le plus important de CSM par volume prélevé.

e La Possibilité de récupérer un plus grand volume de
moelle osseuse aspirée (BMA)

e Une accessibilité plus aisée : I'introduction du trocart
est simple et ne requiert pas de repérage radiologique
surtout si le prélevement est postérieur.

La plupart des auteurs préconisent I'aile iliaque comme
site de prélevement préférentiel vu sa richesse en cellules
mésenchymateuses (6.7). Hernigou a pu établir une carto-
graphie avec sectorisation de la créte iliaque (Figure 1). Il a
pu identifier les zones a haute concentration de la moelle
et donc en cellules souches, et les risques techniques liés
a lintroduction des trocarts lors du prélévement.

Ce sont I'artere iliaque externe et le nerf fémoro cutané qui
peuvent étre touchées dans les secteurs 1 et 2. Dans les
secteurs 5 et 6, ce sont le nerf sciatique et I’artere glutéale
supérieure qui peuvent étre lésés.

L'épaisseur de la créte la plus mince est dans la zone 4 et
5, limitant ainsi la profondeur que peut atteindre le trocart
a 3 centimetres d’ot un volume moindre de moelle retiré.
Hernigou recommande d’éviter les secteurs 1, 4, et 5 lors
du prélevement de moelle osseuse.

Tableau I : nombre de CSM par site de prélevement (5,8)

Site de prélevement  Nombre de cellules souches mésenchymateuses

Humérus 883,9+/-557,6 cells/mL
Calcanéum 7,1+/-17,4 cells/mL
Métaphyse du Tibia 32,4+/-135,4 cells/mL
Crete iliaque 898,4+/-1431,5 cells/mL

Fémur 551,3+/-408,1 cells/mL
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Figure 1: Différents secteurs des sites de prélevement de BMA au niveau de la créte iliaque (7)

La moelle est prélevée sous anesthésie générale, habituel-
lement dans les crétes iliaques antérieures si le malade est
installé en décubitus dorsal.

Le site de prélevement sera postérieur si le malade est
installé en décubitus ventral.

Placer des trocarts dans le secteur le plus antérieur (secteur
1), doit étre évitée autant que possible, car la, la diminution
de I'épaisseur osseuse exacerbe le risque de I'atteinte du
nerf fémoro-cutané latéral et I'artere iliaque externe (qui
est relativement immobile dans cette zone et qui est proche
de la colonne antérieure). La veine plus médiale présente
un risque moindre d’étre lésée.

Lintroduction du trocart dans les secteurs 2 et 3 est fré-
quemment effectuée avec le patient en position décubitus
dorsal. Si placé correctement, un grand volume de moelle
osseuse y est accessible (6). Le Trocart peut étre introduit
a une profondeur de 10 cm. Contrairement aux secteurs
antérieurs, la largeur osseuse dans les secteurs 5 a 6 permet
de placer facilement les trocarts entre les tables de la créte
iliaque postérieure (Figure 2). Cependant dans le secteur 6,
le trocart peut atteindre le nerf sciatique et I’artere glutéale
supérieure si introduit a une profondeur supérieure a 6 cm
ou a un angle incorrect.

Figure 2 : Position et orientation du trocart lors du prélevement du BMA au niveau de la créte.

IIl. MATERIELS UTILISES :

On vérifie au préalable notre panel d’instruments stériles
(Figure 3) et nécessaires au prélevement :
¢ Centrifugeuse (automate portatif)

Trocart 11G pour prélevement de (BMA) de longueur de
6 a 8 centimeétres bisouté a un angle de 45°.

Seringue de 60cc

Six tubes secs sous vide de 10ml

Une canule (couleur grise 16G)
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e Une seringue de 20ml

e Citrate ou héparine

Figure 3 : Matériel utilisé pour le prélévement de BMA

IV. L’ASPIRATION DE LA MOELLE OSSEUSE

On vérifie au préalable I’axe de la table orthopédique qui
devrait étre excentrique pour permettre a I'amplificateur
de brillance de prendre facilement les images de toute la
région a injecter. Sous anesthésie générale, le malade est
installé en décubitus dorsal, ventral ou latéral (Figure 4).

Figure 4: Patient en décubitus latéral avant le prélévement postérieur de
la BMA

On enfonce le trocart droit devant au niveau de la créte
iliaque sur une profondeur de 2cm (Figure 5). A I'aide de
la seringue de 60cc rempli au préalable de 6¢c de citrate
(anticoagulants) et fixé au trocart, nous réalisons des
mouvements d’aspiration de facon discontinue comme le
préconise Hernigou pour obtenir la plus grande quantité de
cellules souches mésenchymateuses (Figure 6). Au cours de
cette aspiration, nous réalisons une agitation de la seringue
pour empécher toute agrégation plaquettaire et formation
de caillot. La quantité de sang retirée est transférée sur 6
tubes secs de 10 cc chacun (Figure 7).

Il a été constaté qu’une concentration plus élevée de CSM
est obtenue lorsque I'aspiration de moelle osseuse a été
réalisée plutot par une seringue de 10 ml que par une
seringue de 60ml, mais aussi quand on aspirait que 10 a
20% de son volume total (9).

Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les CSM ont
besoin d’une forte pression pour étre prélevées et cette
pression a tendance a diminuer au fur et a mesure que la
seringue se remplisse.

Il 'est a préciser qu’il faut un dispositif d’anticoagulants
utilisé a toutes les étapes de recueil de la moelle. Dans ce
cadre, les seringues de prélevement contiennent une solution
anti coagulante qui est le citrate, d’autres auteurs utilisent
I"héparine (Hernigou). Mais actuellement I’anticoagulant
le plus recommandé est I'’ACD (Acid Citrate Dextrose).
Par conséquent, Il vaudrait mieux utiliser une seringue de
petit volume pour le prélevement de la moelle osseuse et
ne pas la remplir totalement. Un grand volume d’aspiration
contribuerait peu au nombre total de cellules souches et entrai-
nerait méme une dilution du prélevement. A une profondeur
donnée, au fur et a mesure des aspirations successives, le
trocart est tournée de 45° entre chaque aspiration de fagon
a ce que le prélevement intéresse |'espace le plus large
possible (360°) en orientant le biseau de maniere différente.
Avec une seringue de 60 ml reliée au trocart déja dans la
créte, une aspiration par a-coup sera réalisée afin d’éviter
la dilution du prélevement par le sang comme déja cité
par Hernigou.

T

Figure 5 : Introduction du trocart droit devant au niveau de la créte pos-
térieure
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Figure 6 : Prélevement de la moelle aspiré avant centrifugation

RCF Calculator

The size of the rotor and
openational speed (RPM)
determines the RCF (xg).

Use the Nomograph of our
interactive RCF calculator
ondine by following the
tink Below.

www.djblabeare.co.uk/RCF
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Calculating RCF =% "

RCF = 0.000001118 x r x N - F . o

RCF = relative centrifugal [ »
force .

r=  radius from the mtor .
centre to the bottom L
of the tube (mm) 0 < .

= rotating speed (RPM) NRPM)  RCF @g) .

Figure 8 : RCF calculator

A l'aide de la seringue de 20cc on retire 1 a 2ml de plasma
riche en plaquette et de CSM au niveau de la couche sur-
montant immédiatement le sédiment globulaire .En effet la
partie superficielle du plasma étant pauvre en plaquettes.
On récupere ainsi 10cc de concentrés de moelle osseuse
(BMC).

Apres la centrifugation on obtient 3 couches superposées
selon le poids des différents constituants (Figure 10). Le

Figure 7 : transfert de la moelle aspiré dans les tubes sec sous vide

V. LA CENTRIFUGATION

La centrifugation est une étape importante pour avoir
des concentrés de moelle osseuse qui sont plus riches en
cellules progénitrices.

Les 6 tubes remplis de moelle osseuse aspirée (BMA) ont
été mis au sein de la centrifugeuse préalablement pro-
grammé sur une durée de 15 minutes offrant ainsi 1200g
(10). (g : gravitation dépend du rayon de la centrifugeuse
(Figure 8 et 9).

Figure 9 : Centrifugation des 6 tubes a 3200 tr/mn pendant 15mnutes

plasma, plus léger, se retrouve tout en haut, les globules
blancs incluant les cellules progénitrices (buffy coat) se
place au milieu et les globules rouges restent en bas. Les
plaquettes, eux, se retrouvent juste au-dessus des érythro-
cytes. Typiquement, Un chevauchement entre les globules
blancs de plus grande densité et les globules rouges de
faible densité est apergu, empéchant la ségrégation “buffy-
coat” — globules rouges.



E'
Technique de prélévement du concentré de moelle osseuse dans le traitement des pseudarthroses g
5
S
o
Plasma E’
mm Détecteurs S
Arunen [ ) Lorsque lé plasma est présent, o
h Lés trois faisceaux lumineux <
o ( ) !l:.nnonl A travers o
Platelets P ©
sotmen >() =
°
TNCs
Plaquettes ot OB
Détecteurs
WBCs o 0 i Vmes o etsone o
R longueurs d'onde lumineuses de
4t 470nm sont absorbées. L'absence
O du r,in..: do 470 nm sur
HPCs e O i vcssis s Foems
faible en plaquettes.
MSCs Globules rouges
Détecteurs
La longusur d'onde de 40 nm est
. () absorbée par les globules rouges.
R BC s . Lorsque le détecteur ne détecte
P plus les faisceaux de #40nm. I'Ange
e ] permetiira a un pourcentage de
globules rouges de passer dans la
H00mem >() seringue de collection de PRP

Figure10 : Séparation par onde spécifique de lumiere des constituants du BMC

. PREPARATION ET INFILTRATION DU BMC

Nous pensons que certes en dehors de la couche de V
CSM, nous avons dans notre « buffy coat » une couche
de concentré plaquettaire riche en facteurs de croissance
ayant surement un effet bénéfique angiogénique (11,12).
De Olivera (13) a fait une étude sur la différence entre
simple centrifugation contre une double centrifugation
de moelle aspirée associée a une greffe osseuse dans le
plancher sinusal et les résultats des deux procédés sur la
formation osseuse étaient semblables. Il conclut alors que
le nombre de centrifugation n’influe pas beaucoup sur le
nombre de cellules mésenchymateuses.

Linjection du BMC au niveau du site de pseudarthrose n’a
pas été identifiée de fagon explicite par la majorité des
auteurs. Nous préconisons |'injection autour du foyer de
pseudarthrose et en centromédullaire a travers le trait de
fracture apres repérage scopique (Figure 11).

Une résistance pourrait étre ressentie au cours de I'injec-
tion du BMC qui est liée trés probablement a la fibrose
interposée au niveau du site de pseudarthrose.

Dans un but de limiter au mieux les biais liés aux manipu-
lateurs pour I’extraction du “buffy coat”, plusieurs firmes
ont proposé des kits pour rendre cette extraction fiable et
reproductible.

Figure 11 : Repérage de l'aiguille sous amplificateur de brillance et injection du BMC au niveau du foyer de pseudarthrose

VII. GESTES ASSOCIEES fonction de I'état inflammatoire local et général du malade.

Les gestes associées de stabilisation du foyer de pseudarthrose  NOUs favoriserons les enclouages centromédullaire pour

reste une étape primordiale dans la réussite de ce procédé. éviter les ouvertures du foyer de pseudarthrose. 77

Différentes synthéses internes ou externes sont utilisées en
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[l est important a préciser que les complications au cours de
I’anesthésie de ce type de chirurgie est rare en particulier
aucune limitation de la saturation en oxygene ou aucune
modification du pouls ou de la tension artérielle.

Les malades ont été mis sortant avec appui partiel sous
traitement antalgique. La tromboprophylaxie n’a pas été
nécessaire lorsque I'injection de concentré de moelle
osseuse a été réalisée de fagon isolée sans gestes associés.

VIIL.INDICATIONS

Les concentrés de moelle osseuse (BMC) trouvent leur
place dans plusieurs pathologies, a noter :
e Pseudarthroses

e Retard de consolidation
e Régénération du cartilage articulaire (14)

e Traitement de la nécrose avasculaire de la téte fémorale
(15.16)

BMC dans la rupture du tendon d’Achille(17)

IX. CONCLUSION

Parmi les mesures d’aide a la régénération tissulaire osseuse,
I'injection de la moelle osseuse concentrée autologue
constitue une alternative intéressante a la greffe cortico
spongieuse. Il s’agit d’une technique réalisable en chirurgie
ambulatoire, qui s'accompagne d’une morbidité négligeable
et qui conserve un certain nombre de propriétés ostéo
inductrices de la greffe. Son utilisation dans les retards de
consolidation et les pseudarthroses donne des résultats
encourageants. Méme si de nombreuses questions théo-
riques et pratiques restent encore non résolues (nombre
de cellules devant étre injectées, concentration optimale,
vitesse de consolidation obtenue apres une telle thérapeu-
tique), la moelle osseuse représente un outil thérapeutique
d’avenir. Le prélevement peut étre renouvelé dans le temps
(2 2 mois d’intervalle) puisque la moelle garde sa capacité
de se régénérer.
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