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« Nous marchons a tatons dans un univers dont nous ne connaissons que les apparences les plus grossiéres »
A. HUXLEY
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Au cours de ces derniéres années, la quéte d’une jeunesse éternelle a pris une place prépondérante dans
notre société et a donc implicitement ét¢ intégrée dans la grande thématique de la santé. Ce refus d’accepter les
signes de la vieillesse se fait ressentir également au sein de la pratique odontologique.

Toutefois, de par le vieillissement de la population, le praticien se trouve confronté a des pathologies ou
la perte des tissus de soutien voire des dents elles-méme, est inévitable, c’est le cas de la parodontite.

Malgré les progres importants dans la compréhension de sa pathogénése ainsi que dans le
développement des outils nécessaires a son traitement, nous ne pouvons actuellement que stabiliser la
parodontite et permettre ainsi aux patients de conserver leurs dents un peu plus longtemps.

Cependant, a ce jour, cette solution ne donne entiére satisfaction, ni aux patients, ni aux praticiens.
Ainsi, dans le but d’améliorer le traitement clinique de la parodontite, le nombre de recherches en ingénierie
tissulaire, augmente de maniere exponentielle ; c’est un domaine multidisciplinaire qui implique la biologie, la
médecine et I’ingénierie. Ces études se focalisent en particulier sur les cellules emblématiques de 1’éternelle
jeunesse a savoir les cellules souches mésenchymateuses. Il s’agirait donc de réussir a allier leurs capacités a
celles des biomatériaux, dans 1’objectif de régénérer le parodonte 1ésé.

Apres avoir défini en quoi consite une régénération parodontale, nous allons présenter les différents
biomatériaux et cellules souches disponibles, dans le but d’obtenir un retour tissulaire ad integrum. Enfin, un état
de la question sur les études scientifiques en régénération parodontale par 1’intermédiaire de cellules souches et
de biomatériaux, permettra de faire le point sur les différentes études parues a ce jour.
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PARTIE 1 : LA REGENERATION PARODONTALE
I. ODONTOGENESE :

1. Premiers stades de développement (1,2)

L’objectif d’une médecine régénératrice est de recréer, étape par étape, in vitro, tous les mécanismes et
les processus utilisés par la nature lors de la morphogénése d’un organe. Ainsi, dans le cadre de la régénération
parodontale, il faut, en premier lieu, comprendre les processus de genése du parodonte.

L’odontogénése débute lors du développement cranio-facial, avec une migration des cellules des crétes
neurales céphaliques vers le premier arc branchial d’origine mésodermique ; celles-ci forment alors une bande de
tissu d’ectomésenchyme sous 1’épithélium du stomodéum.

Vers le 2™ mois de vie intra-utérine, on observe un épaississement épithélial de I’ectoderme oral
représentant la lame dentaire primaire. Cette derniére va s’enfoncer dans le mésenchyme et se dédoubler en lame
vestibulaire et en lame dentaire (a I’origine des arcades dentaires).

C’est a partir de cette lame dentaire que se forment les placodes, futures dents, temporaires et
définitives. La placode ou lame dentaire, s’enfonce dans le mésenchyme, qui lui se condense et préfigure la
papille dentaire, et I’ensemble de ces éléments forme le bourgeon dentaire.

Histologiquement, la morphologie devient progressivement plus claire au stade de la cupule puis de la cloche.

Composée de 2 couches cellulaires épithéliales interne et externe, la lame dentaire posséde apicalement
une zone de réflexion, la gaine épithéliale d’Hertwig (GEH), ou ces 2 couches sont accolées.

Cette gaine épithéliale s’interpose donc entre 2 zones de cellules mésenchymateuses délimitant ainsi la papille
dentaire d’un c6té (future pulpe dentaire) et le follicule de 1’autre. A son extrémité, un diaphragme circulaire est
ménagé : le foramen primaire.

2. La Rhizagénése

La formation du parodonte se produit simultanément avec la formation radiculaire via une interaction entre
I’épithélium et le mésenchyme. (Fig. 1)

Le follicule dentaire est a 1’origine du parodonte profond et comprend le cément, 1’0s alvéolaire ainsi que le
desmodonte ou ligament alvéolo-dentaire ; alors que 1’épithélium et le chorion gingival sont a 1’origine du
parodonte superficiel c’est a dire la gencive.

Cellules des
crétes neurales

Follicule Epithélium stomodéal
dentaire + Chorion gingival
|
I I |
Cément Ligament Os alvéolaire

alvéolo-dentaire

Fig. 1 : Origine des tissus dentaires

Le follicule peut étre délimité en 2 zones :

-le follicule dentaire qui est formé d’une bande cellulaire bien définie. Il est juxtaposé a la papille
dentaire, au contact de la gaine épithéliale d’Hertwig et de la couche externe de la lame dentaire.

-la zone mésenchymateuse périfolliculaire qui est composée de cellules lachement organisées, situées
plus en périphérie du follicule dentaire.

La dentinogénése radiculaire, produite par les odontoblastes et orientée parallélement a la membrane
basale, peut s’expliquer par une fragmentation des cellules de la gaine épithéliale de Hertwig.
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Une fois cette gaine partiellement détruite, le contact entre le follicule et la dentine radiculaire
déclencherait la cémentogénése. Bien évidemment, la présence de facteurs de croissance tels que BMP ou
follistatine (2) participerait également a cette dernicre. Il existe différentes hypothéses quant a I’origine des
cémentoblastes : des pré-cémentoblastes seraient issus, soit des cellules du follicule dentaire, soit de la gaine
épithéliale de Hertwig.

L’ostéogénése de 1’os alvéolaire débute par une condensation du mésenchyme, les cellules y proliférent
et se différencient en ostéo-précurseurs puis en ostéoblastes. Ces précurseurs ont pour origine non seulement le
follicule dentaire mais également le mésenchyme périfolliculaire. L’élaboration de la matrice ostéoide, support
de la minéralisation, permet la formation d’un tissu osseux primaire.

Le desmodonte également issu du follicule dentaire, est initialement un tissu conjonctif non organisé
qui sera a terme remodelé par la matrice extracellulaire.
Aprés la fragmentation de la gaine épithéliale d’Hertwig, certaines cellules mésenchymateuses acquiérent un
caractére fibroblastique. De ce fait, elles possédent une fonction sécrétoire importante en formant une matrice
extracellulaire, composée de collagéne et de substance fondamentale ligamentaire. Ainsi, au sein du desmodonte,
le nombre de cellules différenciées, principalement les cémentoblastes, les ostéoblastes et les ostéoclastes,
augmente. Toutefois, les zones périvasculaires semblent posséder un nombre de cellules indifférenciées plus
élevé.
Quant a I’orientation des fibres ligamentaires, elle évolue en fonction du degré d’avancement de la racine, du
déplacement dans son alvéole et de la mise en fonction de la dent. Le bon déroulement de cette étape est
essentiel car le ligament alvéolo-dentaire, unique parmi les ligaments et tendons du corps, unit 2 tissus durs et
permet donc la bonne répartition des forces mécaniques appliquées sur une dent (3).

Enfin, I’émail sécrété par les améloblastes, est recouvert coronairement d’un épithélium adamentin
réduit ; il représente une protection entre 1’émail et le tissu conjonctif. Lors de I’éruption dentaire, les cellules de
1’épithélium adamentin réduit se transforment en cellules malpighiennes avec une activité mitotique importante.
Ainsi se forme une attache épithéliale, préfigurant le sulcus, car 1’épithélium oral est en continuité avec
1épithélium formé par les cellules malpihgiennes nouvellement différenciées. Pour certains auteurs, la
transformation de 1’épithélium adamentin en épithélium fonctionnel n’est compléte qu’en fin d’éruption (4).

La dent, en éruption, est confrontée a plus de 1000 espéces de bactéries présentes dans I’environnement
buccal. Le sulcus devient alors une porte d’entrée de maladies parodontales potentielles.
En effet, histologiquement une gencive saine n’existe pas, puisqu’un infiltrat inflammatoire est présent en
permanence. Néanmoins, un équilibre est obtenu grace a la conjugaison des anticorps de 1’hdte, de la
phagocytose par les macrophages et les neutrophiles, de la barriére physiologique épithéliale, de la présence du
fluide gingival et de la desquamation des cellules épithéliales.

II. MALADIE PARODONTALE

Une régénération n’est utile que suite a une destruction, la cause d’une destruction parodontale la plus
fréquente est la maladie parodontale. Maladie plurifactorielle, la parodontite est due a une contamination
opportuniste bactérienne couplée a des facteurs de risques sur un terrain particulier.

Des agrégats de bactéries parodonto-pathogeénes sont la cause du phénoméne inflammatoire ; ils
peuvent étre liés a des facteurs de risque, d’origine locale bactérienne (manque d’hygiéne bucco-dentaire,
caries), d’ordre systémique (VIH, diabéte, maladie métabolique, maladie congénitale, état de grossesse) ou
encore liés aux conditions de vie (tabagisme, niveau socio-économique).

C’est donc ce processus inflammatoire, déclenché par ce biofilm microbien, qui va détruire
progressivement les structures de soutien et d’attache parodontales entrainant une mobilité dentaire et a terme

une perte dentaire prématurée.

1l existe différentes parodontites classées selon différents critéres (Fig. 2)
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Localisée : <30% des sites atteints
Chronique<
Généralisée : >30% des sites atteints
Parodontite
Localisée : < ou =2 dents (dont 1 molaire) atteintes
Agressive

Généralisée : >3 dents atteintes
Fig. 2 : Classification des parodontites selon Armitage (4)

Le diagnostic s’effectuera de fagon clinique, radiologique et parfois a I’aide d’analyses de laboratoire
pour identifier les bactéries responsables. (Fig. 3)
Les critéres de diagnostic peuvent étre :

-le sondage pour évaluer la perte d‘attache clinique, qui correspond a la profondeur de la poche
parodontale due & une migration épithéliale, ajoutée a la hauteur de la récession gingivale

- I’évaluation radiologique de la résorption de 1’os alvéolaire

- la mobilité dentaire

Cliniquement, la parodontite se caractérise donc, par une lésion inflammatoire en réponse a une
agression bactérienne au niveau du sillon gingival, entrainant une destruction irréversible des tissus.

D’un point de vue histologique, 1’os alvéolaire subit une lyse irréversible horizontale et/ou verticale liée
au processus inflammatoire, les fibres du ligament sont 1ésées voire désinsérées du cément et le chorion gingival
est infiltré par des plasmocytes.

SIGNES CLINIQUES

GINGIVITE PARODONTITE
-présence de plaque, tartre -présence de plaque, tartre
-inflammation gingivale avec cedéme + saignement -inflammation gingivale
spontané -perte d’attache= poche parodontale (migration de
’attache épithéliale) + récession
—>atteinte du parodonte superficiel -suppuration gingivale
—>préservation du parodonte profond : intégrité de I’os | -mobilité dentaire
alvéolaire avec aucune perte d’attache -radiologiquement : lyse osseuse verticale et/ou
REVERSIBLE horizontale
- Destruction du systéme d’attache et donc atteinte du
parodonte profond
IRREVERSIBLE

Fig. 3 : Signes cliniques de la gingivite et de la parodontite

III. DYNAMIQUE D’UNE REGENERATION PARODONTALE

Pour pouvoir obtenir une régénération du parodonte grace a des moyens d’ingénierie tissulaire, il faut d’abord
tenter de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires se produisant lors de la cicatrisation. Une fois
cette dynamique connue et comprise, nous pourrons tenter de mettre en place des moyens permettant d’imiter ce
processus.

1. Cicatrisation parodontale

Prenons 1I’exemple d’une cicatrisation parodontale d’un point de vue tissulaire suite & un surfagage sous
lambeau (5).
11 faut prendre en compte différents acteurs :

-la surface dentaire non vascularisée,

-I’attache conjonctive et I’épithélium qui eux sont vascularisés,

-les ressources tissulaires de 1’os et du ligament.

A I’interface entre les 2 tissus se trouve un caillot de fibrine, on observe dés lors des phénoménes
d’inflammation.
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D’abord caractérisée par une accumulation de neutrophiles et de monocytes a la surface dentaire, I’inflammation
se poursuit par une migration des macrophages jusqu’au site, puis par la formation d’un tissu de granulation.

Par la suite, une attache conjonctive se forme, c’est le début du remodelage tissulaire. Cette maturation dépendra
du volume du site et des ressources tissulaires propres a 1’individu. Quant aux fibres de collagéne orientées
fonctionnellement, elles ne seront visibles qu’en fin de cicatrisation.

Il est important de noter que la résistance mécanique normale de la gencive n’est obtenue qu’a 2
semaines, démontrant ainsi la fragilité¢ de celle-ci lors de la cicatrisation ; ce qui souligne I’importance d’une
stabilité tissulaire.

La cicatrisation parodontale peut générer :

-une réparation : parfois, un faible volume osseux est recréé ainsi qu’une petite surface du ligament,
recouvert par un épithélium long de jonction

- une régénération ad integrum : génération d’os alvéolaire, de ligament et de cément, avec une absence
d’épithélium long jonctionnel

La régénération parondontale pourra étre validée histologiquement dans les études cliniques sur
mod¢les animaux ou cliniquement et radiologiquement lors d’études humaines.

2. Eléments nécessaires a la régénération parodontale

La principale difficulté rencontrée est de régénérer 4 tissus différents : I’os, le ligament, le cément et la
gencive. (6)

Pour obtenir une régénération ou méme une réparation, d’un point de vue moléculaire, il faut un nombre
suffisant de cellules responsables du processus de régénération. Elles doivent étre produites & un moment précis
et sur un site adapté : on parle donc de dépendance spatio-temporelle.

Ainsi, la présence indispensable de certaines cellules sur le site va de paire avec 1’exclusion de certaines
autres. Ce processus de sélection cellulaire serait contr6lé par un ensemble de signaux, tels que des médiateurs,
des protéines de la matrice extracellulaire et des récepteurs de surface cellulaire, qui participeraient et initieraient
des réponses dans 1’expression génique a travers des voies intracellulaires précises. (Fig. 4)

Epithéliale Epithélium jonctionnel
Cellules Endothéliale Angiogénese
Fibroblastes Gingivaux
Ligamentaires
Ostéoblastiques Cellules de I’0s alvéolaire
Ostéoblastes
Cémentoblastes

Facteurs de croissance Fibroblast Growth Factor -1 et -2 (FGF)
Insulin Like Growth Factor-I et —II (ILGF)
Bone Morphogenic Protein (BMP)
Epidermal Growth Factor (EGF)
Platelet-derived Growth Factor (PDGF)

Molécules Molécules d’adhésion Fibronectine, Laminine, Ostéopontine, Sialoprotéine, Cémentum
Attachement Protein

Protéines structurelles Collagene type I, 111, V, XII, XIV
Protéoglycane

Hyaluronine

Ostéocalcine, Ostéonectine

Ténascine

Protéines de la matrice de 1’émail et dentine
Protéines non collagéniques

Fig. 4 : Les différents acteurs participant a la régénération parodontale (3)
Des médiateurs solubles (Fig. 5) se lient aux récepteurs de surface cellulaire et activent des molécules

de signalement intracellulaire qui sont responsables de mécanismes tels que la migration cellulaire, la
transformation morphologique ou encore la synthése de macromolécules de la Matrice Extra Cellulaire (MEC).
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De plus, cette liaison peut entrainer une régulation des facteurs de transcription et donc de 1’expression
génique. Ces récepteurs peuvent étre nucléaires ou membranaires (couplés a un canal ionique, a une protéine ou

a une enzyme).

Prolifération Prolifération Synthese Différenciation des
MEDIATEURS fibroblastes pré-ostéoblastes dela cellules Vascularisation
ostéoblastes MEC mésenchymateuses
PDGF ++ ++ - - +
IGF + ++ ++ - +
BMP - +/- +/- ++ ++
TGF p + ou - + ou - ++ - +
FGF ++ ++ - - ++
Légende : - : diminue, + :augmente

Fig. 5 : Exemples de médiateurs participant a la prolifération cellulaire et la synthése de la matrice
fibroblastique parodontale. (7)

Il est important de préciser que ce tableau est une représentation schématique de 1’action des ces médiateurs. En
effet, leurs roles varient selon le stade de cicatrisation, le type de cellule cible et la disponibilité des composants
matriciels.

3. Cas particulier de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est connue pour étre composée d’éléments structurels et fonctionnels
responsables de la maintenance d’un tissu en homéostasie et de I’activation d’un processus dynamique face a une
1ésion tissulaire.

Elle ne joue donc pas directement de role dans la régénération mais régule les événements nécessaires a
celle-ci. Elle est principalement composée de collagéne, de fibronectine, de lamine, de protéoglycanes et d’autres
protéines non collagéniques (3,8).

Comme vu précédemment, les cellules interagissent avec leur environnement via des récepteurs de
surface (intégrines) et activent des voies de signalement intracellulaire qui déclenchent une action cellulaire (Fig.
6). Les composants de la MEC peuvent donc servir de molécules de transduction.

Matrice (macromolécules, Facteurs de croissance)—> Récepteurs a la surface cellulaire (intégrines)
0

Synthése de la matrice € Expression génique < Action sur le noyau cellulaire €< Action sur le cytosquelette

Fig. 6 : Role de la matrice extracellulaire

En outre, des facteurs de croissance peuvent étre retenus au sein de la MEC et se lier directement aux protéines
de la MEC ou aux glycosylaminoglycanes (GAGs), ils entrainent alors une réorganisation des protéines du
cytosquelette et donc de leurs liaisons avec les protéines intracellulaires.

En plus de servir de molécules de transduction, la MEC peut également affecter la migration, la division
et la différenciation cellulaires, servir de substrat pour 1’adhésion des cellules ou encore favoriser la prolifération
cellulaire.

4. Signes cliniques d’une régénération parodontale

D’apres le «Glossary of periodontal terms», une régénération est la reproduction ou la reconstruction
d’une partie 1ésée ou détruite d’un tissu de maniére a ce que 1’architecture et la fonction tissulaire soient
complétement restaurées.

La régénération peut étre considérée comme terminée quand (Fig. 7) :

-la restauration de la hauteur de I’os alvéolaire est en dessous de 3 mm du niveau de la jonction amélo-
cémentairc@

-la formation d’un cément cellulaire et acellulaire est achevée

-I’attache conjonctive détruite par le phénomene inflammatoire chronique est reformée et insérée dans
la racine exposée (fibres de Sharpey) et dans 1’os alvéolaire, pour pouvoir produire le ligament parodontal et le
complexe de fibres dento-gingivalesez
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-I’occlusion épithéliale doit étre établie de longueur < ou égale 2 mm o

Fig.7 : Participation des différents élements cellulaires lors d 'une régénération parodontale d’apres Lindhe et
coll. 2008 (1)

Il est évident qu‘une coordination entre tissu mou et tissu dur est indispensable.

L’obtention d’une régénération parodontale est donc extraordinairement complexe et nécessite la
participation de tous les éléments cellulaires du parodonte. L implication des différents types cellulaires avec
différents médiateurs met en évidence 1I’importance des interactions Cellule-Cellule, MEC-Cellule ou Molécule-
Cellule.

La réussite d’une régénération dépend a la fois, de la disponibilité des cellules cibles et des médiateurs
solubles qui les activent, de la matrice extracellulaire en perpétuel développement et évolution ainsi que de
I’exclusion de certaines autres cellules (épithéliales par exemple) (6).

Si tant est qu’une régénération tissulaire soit obtenue, les néotissus seront immédiatement exposés a des attaques
microbiennes néfastes, a une réponse immunitaire conséquente a la maladie parodontale ; ils seront alors
compromis. Il faudra donc inclure ce paramétre au sein des différentes études cliniques.

IV. HISTORIQUE DES MOYENS THERAPEUTIQUES

Ces derniéres années, de nombreux moyens thérapeutiques se sont développés dans le cadre du traitement de la
parodontite.

1. Le débridement avec lambeau d’acces

Le lambeau d’accés chirurgical avec surfagage est encore fréquemment utilisé.
A I’aide de cette technique, on obtient un arrét du processus de destruction tissulaire et I’établissement de
conditions favorables, qui facilitent la croissance tissulaire (5).

Malheureusement, le résultat final est incertain, la régénération n’est pratiquement jamais obtenue, a cause de la
mise en place d’un épithélium long de jonction.

Malgré son grand pouvoir de prolifération, I’épithélium long jonctionnel ne semble pas promouvoir la
formation d’un néo-cément ou d’un ligament, on parle donc plutét de réparation tissulaire.
En effet, sa prolifération est plus rapide que les autres tissus environnants, il y a donc une compétitivité
tissulaire. De plus, certains auteurs ont observé que sa présence pouvait résulter en une résorption radiculaire ou
une ankylose (9).

Dans une récente méta-analyse, les résultats cliniques des traitements parodontaux étaient satisfaisants
aprés un surfacage sous lambeau d’acces des 1ésions intra-osseuses. En effet, a 12 mois, une nette réduction des
poches et un gain d’attache ont été observés. Néanmoins, une variabilité des résultats a été constatée selon le
type de lambeau effectué (10).
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2. Les matériaux de substitution osseuse

Les matériaux de substitution osseuse sont utilisés fréquemment dans le domaine de la parodontologie
et de ’implantologie. Cela consiste a transférer, sur un site, du tissu osseux ou du biomatériau dans le but de
restaurer un volume osseux.

La classification des différents types de greffe se fait selon leurs origines ou leurs propriétés
biologiques. Il existe 4 types de greffes osseuses de comblement :

-Autogreffe : le matériau de comblement (ou greffe) est prélevé sur le patient

-Allogreffe : la greffe provient d’un individu donneur de la méme espéce

-Xénogreffe : greffe provenant d’une autre espéce

-Alloplastique : ¢’est la mise en place d’un biomatériau d’origine naturelle (la cellulose par exemple)
ou synthétique comme la céramique, les polyméres ou encore le bioverre.

3. La régénération tissulaire guidée

Dans les années 80, une nouvelle technique s’est développée, la régénération tissulaire guidée. Le
principe était de guider la régénération osseuse, cémentaire et ligamentaire dans une lésion parodontale.

Basé sur I’exclusion tissulaire, la mise en place d’une barriére de porosité variable va empécher les
tissus épithéliaux de proliférer et laisser un espace nécessaire a la régénération des autres tissus parodontaux.

Néanmoins, les auteurs différent sur les résultats obtenus, cette technique ne serait prévisible et réussie que dans
les cas de défauts intra-osseux étroits et les classes II des furcations mandibulaires selon la classification de
Nyman (11). Les résultats seraient donc trés variables avec une amélioration clinique faible, due aux problémes
d’infection ou encore d’exposition de la membrane.

Ce procédé implique un recrutement de cellules indifférenciées provenant du ligament sain ;
ultérieurement confirmé par une étude dans laquelle la présence de cellules progénitrices dans les tissus
parodontaux est détectée (12).

La régénération tissulaire guidée a donc différents buts :

- elle isole les cellules du ligament parodontal, de 1’os et de I’épithélium gingival permettant une
repopulation cellulaire

- elle prévient la migration épithéliale lors de la régénération

- elle sert de support mécanique aux tissus mous
Enfin, elle peut étre, bien évidemment, combinée a une greffe osseuse pour optimiser les résultats.

4. Les facteurs de croissance

De nombreuses études ont démontré que les facteurs de croissance étaient essentiels au développement,
a la maturation, a la maintenance et a la réparation des tissus parodontaux. En effet, ils contrélent la formation de
la matrice extracellulaire, I’angiogénése, et sont propices au transfert d’informations, a la prolifération tissulaire
ainsi qu’au chimiotactisme (13).

On estime donc qu’ils ont un réle dans presque toutes les activités tissulaires impliquées dans la
cicatrisation parodontale. C’est pour cette raison, que les chercheurs se sont intéressés a 1’utilisation de ces
facteurs comme traitement de la maladie parodontale, dans le but de repeupler la racine dentaire.

Réalisée sans échafaudage, des études ont consisté a les appliquer sur la racine dentaire pour activer la
cascade de cicatrisation et obtenir une formation cémentaire et ligamentaire.

L’EMDOGAIN® en est un exemple ; utilisé depuis 1997, ce sont des protéines de la matrice de 1’émail qui
seraient des facteurs d’amplification de la matrice, créant un environnement favorable a une prolifération et une
différenciation cellulaire ou encore a la synthése de la matrice.

Toutefois, récemment, une revue systématique a été publiée sur les effets carcinomateux de
I’EMDOGAINO (14). Ils sont arrivés a la conclusion qu’in vitro "EMDOGAIN© augmente la prolifération des
cytokines liées a la carcinogénése dans les lignées cellulaires malignes ou bénignes. Les auteurs évoquent donc,
une contre-indication plausible de "TEMDOGAIN®© chez les patients atteints de carcinome oral ou d’une
dysplasie de la muqueuse.

Cependant, la libération de facteurs in situ s’avére complexe de par leur demi-vie trés courte et le fait
qu’ils sont facilement dilués et souvent métabolisés par des enzymes in vivo.
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En conséquence, des recherches sont en cours quant au transfert génique des facteurs de croissance par
adénovirus ou rétrovirus comme moyen de libération in vivo (15).

Malheureusement, 1’utilisation des facteurs de croissance, ne permet pas, a ce jour, d’obtenir une
régénération compléte et fiable des tissus sur le site 1ésé par la maladie parodontale.

V. INGENIERIE TISSULAIRE ET CELLULES SOUCHES

1. Définition de I’ingénierie tissulaire :

L’ingénierie tissulaire est définie comme un terrain multidisciplinaire comprenant la biologie et la
médecine. Elle pourrait révolutionner la manic¢re d’améliorer la santé et la qualité de vie, en restaurant, en
maintenant ou en augmentant la fonction tissulaire ou celle de 1’organe (3).

Ce concept est intégré dans la recherche et s’applique a la dentisterie régénératrice, dont la parodontie,
I’endodontie et la chirurgie maxillo-faciale. Elle se base sur la capacité du corps a régénérer des tissus
fonctionnels a I’aide de ressources externes (cellules, échafaudage et molécules signalétiques).

Le principe est de remplacer ou de régénérer différentes cellules, des tissus voire des organes dans
I’objectif de restaurer ou d’établir une fonction normale grace a 4 éléments clés : des cellules souches, un
échafaudage, des facteurs de croissance et une vascularisation adéquate (4) (Fig. 8).

En outre, certains auteurs considérent que la matrice extracellulaire, avec un séquengage approprié de signaux
régulateurs, est également un élément indispensable (16,17).

Echafaudage ou MEC
(Collagene, os minéral, synthétique)

+ Vascularisation
REGENERATION
Cellules Molécules de signalisation
(Ostéoblastes, cémentoblastes, fibroblastes) (Facteurs de croissance, facteur de différenciation,
et molécules d’adhésion)

Fig. 8 : Principaux acteurs de l’ingénierie tissulaire

Les cellules (de 1’héte ou du donneur) doivent étre fournies avec des signaux appropriés dans le temps
et ’espace pour engendrer une prolifération et une différenciation cellulaires ainsi que la synthése d’une matrice
extracellulaire (MEC) fonctionnelle, de volume suffisant (18).

Différente de la régénération tissulaire guidée qui est basée sur un recrutement endogéne de cellules
repeuplant une matrice vierge, I’ingénierie tissulaire consiste en un apport exogeéne de cellules ensemencées in
vitro sur une matrice. Cependant, malgré le role important des cellules exogénes libérées dans le défaut
parodontal, il est judicieux de recruter également des cellules endogeénes parodontales capables de régénération,
grace a des facteurs de croissance. Les chercheurs étudient donc les moyens d’associer, un recrutement endogeéne
a un apport exogene de cellules. Cela permettrait de compenser les difficultés liées a la mise en place de I’apport
exogene et de repousser les limites des thérapeutiques actuelles.

Outre I’avenir prometteur de cette technique, il faut que les principes de base de I’ingénierie tissulaire
soient respectés, c’est a dire, entre autres, les propriétés biomécaniques de 1’échafaudage, les principes de
maintenance d’espace ou encore de géométrie architecturale.

L’échaufaudage doit avoir une fonction biologique qui permette:

-le recrutement cellulaire,

-la prolifération cellulaire,

-la survie cellulaire in vitro et sur le site d’implantation,

-la néovascularisation

-la libération de facteurs morphogéniques, régulateurs et de croissance nécessaires a la différenciation et
a la régénération tissulaire.

Ainsi, la découverte récente des cellules souches et les progrés considérables en terme de biomatériaux
ont ouvert de nouvelles possibilités dans le cadre du traitement parodontal.
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2. Présentation et description des cellules souches :

Suite a la perte des tissus parodontaux, une régénération ligamentaire, cémentaire et osseuse semble se
produire spontanément dans quelques rares cas cliniques, suggérant ainsi 1’existence de population de cellules
souches (19). La réussite d’une régénération parodontale se base donc sur un apport exogeéne couplé a un
recrutement endogéne de cellules progénitrices ou souches qui ont la capacité de proliférer et se différencier en
cellules spécialisées.

2.1. Propriétés

Parmi les cellules souches, on distingue celles d’origine embryonnaire (ESC) et celles considérées
comme de type adulte, également nommeées somatique, stromale ou postnatale. Ce sont des cellules
indifférenciées qui sont en auto-renouvellement permanent (Fig. 9).

CARACTERISTIQUES DEFINITION

Cellule indifférenciée Non développée en cellule spécialisée
Auto-renouvellement & long terme Capacité a survivre a de nombreux passages, indifférenciées
Production de cellules progénitrices Capacité a se différencier en cellules spécialisées

Fig. 9 : Criteres de caractérisation d’'une cellule souche (Sedgley C., Botero T., 2012)

La cellule souche embryonnaire provient de la masse interne d’un blastocyste et se différencie en
n’importe quel type cellulaire, elle est donc totipotente. Il existe un type de cellule, nommé Embryonic Stem Cell
(ESC), qui est une version plus différenciée de la cellule précédente puisqu’elle ne peut se différencier qu’en
cellules des 3 couches germinales (ectoderme, endoderme, mésoderme).

Son potentiel en ingénierie tissulaire est important car elle peut étre maintenue en culture dans un état
indifférencié et ce indéfiniment. Cependant, son utilisation est freinée par les problémes 1égaux et éthiques
concernant 1’utilisation d’embryons comme sources de cellules souches embryonnaires.

En 2006, la découverte de 1’Induced Pluripotent Stem Cell (IPSC) a ouvert de nouvelles possibilités a
I’ingénierie tissulaire en limitant les problémes bioéthiques lié¢s aux ESC. Ce sont des cellules somatiques issues
de cellules fibroblastiques humaines qui sont reprogrammeées a un état primordial similaire aux ESC, et sont
capables de se différencier en cellules provenant des 3 couches germinales (20).

Les cellules souches adultes sont des cellules indifférenciées se trouvant au sein de différents tissus, tels
que la moelle osseuse, le sang, le tissu adipeux ou encore les tissus dentaires. Elles sont majoritairement
multipotentes et en présence d’un milieu de culture adéquat in vitro, peuvent se différencier, en ostéoblastes,
neuroblastes, cartilage, endothélium, cellules musculaires ou encore adipocytes (1). Elles permettraient donc un
renouvellement tissulaire lors d’une maladie ou d’une 1ésion.

En 1963, des cellules souches hématopoiétiques ont été identifiées dans la moelle osseuse. Trés
étudiées, elles sont utilisées, entre autres, comme traitement lors de désordres hématologiques.

Une autre population de cellules souches a été, par la suite, identifiée dans la moelle osseuse.
Il y a 48 ans, Friedenstein a découvert un type de population spécifique, différent des cellules souches
hématopoiétiques. Ces cellules possédaient les caractéristiques suivantes : une morphologie de fibroblastes, une
capacité a adhérer a une surface plastique (les différenciant ainsi in vitro des cellules souches hématopoiétiques),
et un pouvoir ostéogénique important. In vitro, elles formaient des « colony-forming unit fibroblast » car elles
constituaient un amas semblable a un fibroblaste (21). Comme elles pouvaient proliférer et se différencier en
différentes lignées cellulaires, multipotentes, elles furent qualifiées de cellules souches mésenchymateuses
(MSC) (19). .

Les cellules souches mésenchymateuses sont donc des cellules souches de type adulte non
hématopoiétiques, multipotentes. Leur présence au sein des tissus, est liée aux divisions cellulaires lors de
I’embryogénese. Originaires du mésoderme, les cellules mésenchymateuses subissent une division asymétrique,
produisant une cellule fille qui se différencie en cellule spécialisée, et une autre cellule qui est la réplique de la
cellule mére. Ces cellules filles mésenchymateuses, persistent une fois la morphogénése achevée et résident ainsi
dans différents tissus cranio-faciaux. Apres la naissance, ces cellules mésenchymateuses se nomment cellules
souches mésenchymateuses (22).

Ainsi, les cellules souches adultes multipotentes, découvertes au sein d’autres tissus et aux phénotypes similaires
aux MSC de la moelle osseuse, ont également été caractérisées de cellules souches mésenchymateuses.
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souche) multipotente humaine mésenchymateuse sont les suivants :
- adhérente au plastique dans des conditions de culture standardisées
- expression positive de CD105, CD73, CD90 et négative pour I’expression des marqueurs de surface
cellulaires hématopoiétiques (CD34, CD 45, CD11a, CD19 et HLA-DR)
- possibilité de se différencier, via des stimuli particuliers, en ostéocytes, adipocytes et chondrocytes in vitro (4)

Selon I’International Society for Cellular Therapy, les critéres définissant une cellule stromale (ou

Les différentes cellules souches sont classées selon leur origine et leur potentiel de différenciation (Fig. 10).
Face a un type de cellules souches plus engagées dans une lignée cellulaire, on parle de cellules progénitrices

(23).

Cellule souche Classification | Définition

ESC provenant Totipotent Peut se différencier en n’importe quelle cellule du corps humain dont

d’un blastocyste les tissus extra-embryonnaires avec une division illimitée

ESC Pluripotente Peut se différencier en cellules des 3 couches germinales

MSC Multipotente Peut se différencier en plusieurs lignées cellulaires

IPSC Pluripotente Est identique a ESC en terme de morphologie, de profil d’expression
génique et de capacité de prolifération et de différenciation

Myéloide SC Oligopotente Peut se différencier en peu de types cellulaires

Cellules de la peau Unipotente Peut se différencier en un seul type de cellules

Fig. 10 : Les différents types de cellules souches non hématopoiétiques avec leur potentiel de différenciation

d’origine ; leur classification s’établira en conséquence. (Fig. 11)

Toutes les cellules souches mésenchymateuses possédent des propriétés différentes selon leur tissu

De nombreuses études ont identifié des cellules souches mésenchymateuses au sein du tissu adipeux (ASC), des
muscles squelettiques, de la synovie, de la moelle osseuse (BMSC) ainsi que dans les tissus dentaires : la pulpe
dentaire (DPSC), la pulpe des dents temporaires (SHED), la papille dentaire (SCAP), le follicule (DFSC) et le

ligament alvéolo-dentaire (PDLSC).

TYPE PROPRIETES POTENTIEL DE POTENTIEL DE
DIFFERENCIATION IN VITRO REGENERATION IN VIVO
BMSC -Formation de cément, de
Morphologie -Ostéogénique ligament et d’os alvéolaire
fibroblastique avec -Chondrogénique -Capacité a former une structure
une haute plasticité -Adipogénique semblable a celle d’une dent
-Odontogénique -Mais potentiel odontogénique
<DPSC
DPSC -Odontogénique: ostéoblaste-like -Roéle dans la régénération
(24) dépose d’une matrice dentinaire dentinaire
minéralisée avec des -Réle dans I’immunité
Clonogénique sialophosphoprotéines (25,26) -Potentiel de régénération pulpo-
Prolifération>BMSC | -Adipogénique : vacuole de lipide dentinaire
(+ primitif) -Chondrogénique : collagéne I1I
-Neurogénique
-Myoblastique-like
-Ostéoblaste-like
SHED -Odontogénique : ostéoblaste-like -Potentiel de régénération pulpo-
(25) -Ostéogénique dentinaire
Prolifération>DPSC -Adipogénique -Potentiel de formation osseuse :
Haute plasticité -Neurogénique (25) ostéoinduction (1)
-Expression plus importante du géne In vivo : formation os et dentine
liée a la prolifération et a la formation 2)
de la MEC : TGFB, FGF, Collagéne III
(1)
ASC -Ostéogénese -Potentiel a génération de matrice
(32) Prolifération >BMSC | -Adipogénese ostéoide
-Chondrogénése -Régénération d’os
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DFSC -Ostéoblaste -Potentiel de régénération de
Plasticité > aux autres | -Adipocyte cémentaire et ligamentaire (31)
(29) MSC (4) -Chrondrocyte
-Neurogénique (30)
PDLSC -Cémentoblaste-like -Potentiel de régénération
(28) Clonogénique -Adipocyte-like cémentaire et ligamentaire
Haute plasticité -Fibroblaste : coll I
(23) -Ostéoblaste-like
-Précurseur ostéogénique,
adipogénique, chondrogénique et
neuronique
SCAP -Odontogénique : ostéoblaste-like (27) | -Potentiel de régénération pulpo-
-Ostéogénique dentinaire
-Adipogénique -Différenciation en ostéoblastes
Clonogénique -Neurogénique et odontoblastes
prolifération>PDLSC | -Chondrogénique -Associé au PDLSC : formation
-Expression plus importante de CD24 d’un tissu ligament-like et
qui diminue avec la différenciation et dentine-like (27)
augmente avec I’expression de ALP

Fig. 11 : Propriétés des cellules souches mésenchymateuses

La découverte des cellules souches mésenchymateuses au sein de la cavité orale, rend 1’utilisation
autologue trés attrayante dans le cadre des traitements des pathologies buccales, permettant de plus, une
¢élimination des risques de complications liés au rejet immunitaire.

En outre, de nombreuses populations de cellules souches mésenchymateuses originaires de différents
tissus, semblent présenter des propriétés immunoprivilégiées avec la capacité d’inhiber les réponses
immunitaires de 1’hote par la sécrétion de multiples facteurs.Elles confirment ainsi leur grand potentiel lors
d’une transplantation allogénique. Ces sécrétions paracrines, sembleraient, également stimuler la migration et la
domiciliation de cellules souches in situ, et donc favoriser un recrutement de cellules endogénes.

Malgré leur aspect attractif dans le cadre de la régénération parodontale, les cellules souches
posséderaient un risque de développement carcinomateux.
Le tropisme tumoral des cellules souches mésenchymateuses existe en réponse a une sécrétion de facteurs de
croissance de cellules malignes. Les cytokines et molécules de la MEC comme PDGF, VEGF, EGF, IL-6 et -8,
MMP-1 et SDF-1 en sont un exemple. L’inhibition de ces facteurs entraine une perte de ce tropisme.

Ainsi une hypothése a été émise sur le fait que certaines populations de cellules souches auraient tendance a
promouvoir une croissance tumorale, compte tenu des sécrétions de molécules angiogéniques et pro-
inflammatoires (VEGF et IL-6) et d’enzymes dégradant la matrice (MMPs) (8).

Le risque carcinogéne associé aux IPSC, provient de la persistance d’une expression génique ectopique,
puisque ces cellules sont principalement produites par la transduction de cellules somatiques via un lentivirus
codant pour des génes ectopiques. Cette expression transgénique continue pourrait entrainer un risque de

croissance tumorale (33).

2.2. Marqueurs

En réussissant a identifier les marqueurs protéiques caractérisant les cellules souches mésenchymateuses, les
chercheurs ont tenté de mieux comprendre leur fonctionnement et les facteurs les influencant. (Fig. 12)

STROI1 antigéne de surface utilisé pour identifier les précurseurs ostéogéniques, marqueur périvasculaire
CD146 marqueur de péricyte et donc associé a I’endothélium
CD44 marqueur mésenchymal

Fig. 12 : Les principaux marqueurs des cellules souches mésenchymateuses
Bien évidemment d’autres marqueurs protéiques permettent de les identifier : CD90, CD73 et CD105.

Récemment, un type de population de cellules souches mésenchymateuses dérivées des DPSC, a été découvert a
I’aide de ces marqueurs.
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Ce serait une version immature des DPSC, nommée IDPSC, qui posséderait un pouvoir de différenciation
pluripotent (34). Cependant, d’autres études sont nécessaires avant de pouvoir réellement confirmer 1’existence
de IDPSC.

2.3. Leurs localisations

Grace a la découverte de ces marqueurs, une équipe de chercheurs découvre en 2008, une zone ou la
concentration de marqueurs STRO-1, CD44 et CD146 est non seulement plus élevée dans les tissus néoformés
mais également dans les zones périvasculaires. Ils nommeront cette zone : niche de cellules souches
mésenchymateuses (12).

En effet, les MSC sont localisées dans des niches spécifiques ou s’effectuent la régulation, la
prolifération, la survie, la migration et le vieillissement des cellules souches (4).
Leur maintenance dans un état indifférencié ou leur différenciation va dépendre de signaux intrinséques modulés
par des facteurs extrinséques provenant de la niche.

On distingue 2 types de niches, une, comprenant de cellules épithéliales au niveau de I’anse cervicale
(embryon), et une, comprenant des MSC dans les zones périvasculaires (2).
Dans ces niches, on retrouve des molécules telles que BMP, activine et follistatine, dont le rdle est connu dans la
maintenance et la fonctionnalité tissulaire.

Ainsi, les différences entres les cellules mésenchymateuses pourraient s’expliquer par plusieurs hypothéses:
-une différence liée a I’origine ; par exemple DPSC provient des cellules des crétes neurales et du
mésenchyme alors que BMSC provient du mésoderme.

-leur prédétermination dans une voie de différenciation, définie par leur niche et leur
microenvironnement.

Ces hypothéses, validées par la suite, soulignent donc I’importance du microenvironnement dans leurs voies de

différenciation.

2.4. Identification

Pour identifier des cellules souches mésenchymateuses, une série de tests in vitro sont utilisées :

- « colony forming essai » pour confirmer une clonogénicité

- « phenotypic essai» pour évaluer la forme, la morphologie et le comportement cellulaire.

- « flow cytometry » qui est une technique de caractérisation individuelle, quantitative et qualitative
de particules en suspension dans un liquide.
Ce dernier permet une détermination des marqueurs cellulaires (tels que STRO-1, CD106 CD146), des protéines
associées a 1’os, a la dentine, au cément (BMP, ALP, ostéonectine, ostéopontine et sialoprotéine) et des protéines
associées aux fibroblastes (Coll I et IT).

2.5. Mécanisme d’action

Les cellules souches sécrétent des combinaisons de facteurs trophiques qui modulent la composition moléculaire
de I’environnement et induisent une réponse cellulaire (8).

En 2012, des chercheurs ont tenté de comprendre le mécanisme d’action des cellules souches et leur

dynamique de cicatrisation in vivo (35).
Pour cela, sur 12 dents humaines extraites pour raison orthodontiques, des cellules souches provenant du
ligament alvéolo-dentaire (h-PDLSC) ont été isolées, caractérisées puis mises en place sur un support
d’hydroxyapatite/triphosphocalcique (HA/BTCP). Elles ont ensuite été¢ implantées in vivo dans 20 souris
immunocompromises.
L’analyse histologique a permis de diviser le processus de cicatrisation en 4 étapes:

- Migration des h-PDLSC de maniére répartie autour de 1’échafaudage HA/BTCP avec le début d’une
formation de matrice amorphe de collagéne

- Organisation des fibres de collagéne autour de I’échafaudage avec une formation de tissu semblable au
cément. La présence de collagéne semble donc étre un prérequis pour la formation cémentaire.

- Formation de fibres de collagéne matures similaires aux fibres de Sharpey associées a une minéralisation
active de tissu semblable au cément.

- Maturation de ce tissu cément-like
De nombreux marqueurs ostéogéniques et cémentogéniques sont exprimés de maniére orchestrée dans un ordre
et un temps précis.
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Par ailleurs, la présence de fibres de cément-like et ligament-like ainsi que des cellules possédant des marqueurs
ostéogéniques et cémentogéniques précoces et tardifs étaient fréquemment observées dans des zones isolées
concaves de I’échafaudage. Les auteurs les ont nommeées les « cell rich zone » ou unités fonctionnelles.

Cette découverte rejoint 1’étude évoquée précédemment, sur I’existence de niches de cellules souches (12).

En revanche, le néocément formé était incomplet, il n’y avait pas de cément acellulaire. De ce fait, les auteurs
ont émis I’hypothése que ce dernier serait donc créé par la gaine épithéliale d’Hertwig. L’épithélium serait donc
nécessaire a la formation compléte de cément ; cette idée parait valide car 1’odontogénése se caractérise bien par
une interaction entre 1’épithélium et le mésenchyme.

Si le parodonte posseéde autant de ressources, pourquoi n’y a-t-il pas plus de régénération clinique
spontanée ? C’est justement ce qui a intéressé des chercheurs. Ils sont arrivés a la conclusion qu’un parodonte
1ésé ou malade n’était pas capable de cicatrisation ou de régénération spontanée a cause de différents facteurs
intrinséques tels que I’hygiéne orale, la taille du défaut osseux ou encore la présence d’une infection (6).

3. les moyens de libération cellulaire :

La régénération nécessite donc des cellules souches, des facteurs de croissance, une vascularisation
suffisante et un moyen de libération.
Les biomatériaux sont au centre des progrés scientifiques en ingénierie tissulaire. Ils sont développés en tant
qu’analogues de la MEC capables de supporter I’attachement cellulaire, et dans certains cas, de fournir des
signaux nécessaires au controle du développement spatio-temporel (18).

En effet, la découverte de ces médiateurs et des cellules souches fait appel au besoin d’un moyen de libération in
situ. Plus démocratisée dans le domaine orthopédique, le domaine de 1’odontologie s’en est largement inspiré : il
existe 2 moyens de libération cellulaire, soit les cellules sont combinées a un échafaudage ou hydrogel, soit elles
sont implantées sans biomatériau.

Le choix du moyen de libération se fera en fonction du tissu et de la maladie a traiter (36). Quelque soit le
moyen de libération choisi, le but est d’obtenir une haute rétention cellulaire, suivie d’une bonne capacité
d’intégration ainsi qu’un taux de survie cellulaire élevé avec un minimum d’effets secondaires et de stress pour
le patient.

3.1. A ’aide d’un biomatériau

Une approche commune est la fabrication d’un échafaudage en 3D (Fig. 9). Il permet non seulement de
fournir un support stable pour les tissus néoformés mais aussi de créer d’une niche artificielle. Cette niche
favorise la mise en place des processus de renouvellement naturel des cellules souches, de prolifération, de
migration et de différenciation, tout en favorisant, 1’intégration et I’adhésion cellulaire, la vascularisation et la
survie du néo-tissu formé.

Les biomatériaux ou échafaudages, résorbables ou non, peuvent étre définis selon 2 types, synthétiques ou
naturels (Fig. 13).

e Maintien et
g:llgré;?ltéo; Récolte des Isolement des Expansion Controle de Ensemence- prolifération Implantation
de Ia forme cellules du cellules ce}l)lulaire l'activité ment sur cellulaire en 0 Vivo
X patient souches cellulaire I'échafaudage milieu de
du tissu culture

Fig. 13 : Les étapes de création et d utilisation d’échafaudage (37).

Aprés leur mise en place sur I’échafaudage, les cellules suivent un schéma précis in vivo (Fig. 14).

PROLIFERATION->DIFFERENCIATION->CROISSANCE TISSULAIRE

Fig. 14 : Comportement schématique in vivo

Un échafaudage doit faciliter la croissance, I’intégration et la différenciation des cellules souches (Fig.
15). 11 doit étre biocompatible et posséder des propriétés physiques et mécaniques idéales.
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TYPE d’échafaudage

PROPRIETES

AVANTAGES

LIMITES

Hydrogel

Nano-fibres

Echafaudage gélifi¢ colloide

Injectable, biocompatible
et absorbé par le corps

Faible taux de survie de
cellules souches, manque
de force mécanique et
résultats imprévisibles

(imitant la MEC) souvent associés a de
I’hydrogel

Collagéne Eponge Facile a manipuler, Manque de force
Polymére efficace cliniquement et mécanique pour soutenir
i’l;o_sl;h_at_e_déc_aic;u;n__(_?a_ss_ar;t """""""""""" absorbé par le corps les tlSSUS. ou mouvements
e e EE SRR musculaires
Soie | Fibres ] Biodégradabilité élevée
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Fig. 15 : Présentation des différents types d’échafaudage en fonction de leurs limites (37)

Le concept de 1’échafaudage est basé sur une stratégie de biomimétisme qui permet I’incorporation de
molécules ainsi que leur libération, c’est la libération contrélée.
Pour une meilleure efficacité, les chercheurs ont tenté d’optimiser leurs variables a travers la taille des pores, le
taux et la rapidité de la dégradation du biomatériau (38) ; en effet, ces 2 derniers doivent étre similaires a la
rapidité de croissance des cellules (39).
Les échafaudages les plus utilisés, dans le cadre d’une association avec des cellules souches, sont les polymeéres
synthétiques, le collagéne bovin ou encore les phosphates de calcium.
Récemment, une étude préliminaire a été effectuée sur collagéne avec des cellules ligamentaires sur une face et
des ostéoblastes sur I’autre dans le but de faciliter la régénération des 3 tissus parodontaux (40).
Malheureusement, le recul clinique est trop faible pour conclure sur I’efficacité de ce protocole.

Les échafaudages synthétiques sont principalement inertes, stables et fournissent une rigidité correcte.
Cependant, ils ne peuvent se remodeler dans le temps ; tandis que les biomatériaux naturels fournissent une
structure 3D transitoire pour régénérer les tissus, ce qui est intéressant en particulier dans le cas des tissus mous.
Mais de par cette structure transitoire, ils présentent des problémes multiples : propriétés mécaniques, fonction
tissulaire et régénération inadéquates a long terme (41).

Les échafaudages naturels sont principalement composés de protéines appartenant a la MEC.

collagéne immobilise les facteurs de croissance et régule la prolifération et la différenciation cellulaires
fibronectine participe a la prolifération et la différenciation des améloblastes

vitronectine a un réle structural

laminine participe a la différenciation odontoblastique et a la migration des DPSC

Fig. 16 : Roles des principaux composants de la MEC

Toutes ces protéines permettent un ancrage cellulaire et une séquestration des facteurs de croissance impliqués
dans les processus de régénération et de cicatrisation tissulaires ; elles participent également a la migration, la
différenciation et la prolifération cellulaires, en produisant des signaux qui interagissent avec les voies de
signalement régulées par des récepteurs type Intégrine (Fig. 16).

Le but de ces échafaudages est donc d’imiter cette MEC avec ces différentes propriétés physiques : la
porosité, la taille des pores (facilite I’apposition cellulaire, la diffusion des cellules et la présence de nutriments
dans la trame), le poids, la capacité d’hydratation, la biocompatibilité et la biodégradabilité.

D’ailleurs, grace a des méthodes physiques, chimiques et enzymatiques, une MEC peut étre
décellularisée, laissant une structure complexe de protéines structurelles et fonctionnelles, qui dépend
entierement de son tissu d’origine. C’est une élimination du matériel cellulaire et nucléaire sans altérer ni la
composition, ni 1’activité biologique, ni méme 1’intégrité mécanique de la MEC. Néanmoins, malgré une
combinaison des différentes méthodes, la décellularisation n’est jamais totale.
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En plus d’étre prélevée in vivo et décellularisée, une MEC peut également &tre fabriquée in vitro en tant
que moyen de libération cellulaire. Peu développée en dentisterie, cette innovation aurait un avenir en
régénération parodontale. Une étude récente, a démontré qu’une MEC formée par des ostéoblastes in vitro peut
étre utilisée comme échafaudage pour une transplantation ostéoblastique. Les chercheurs ont observé une
néoformation osseuse dans le défaut parodontal et une activation des cellules mésenchymateuses endogénes. Ces
résultats proviennent toutefois d’études de faibles valeurs, et sont donc a considérer avec précaution (42).

En effet, différentes études ont suggéré que la transplantation de ces matrices acellulaires pouvait
déclencher une réparation ou régénération, 1a ou les tissus ne pouvaient pas spontanément stimuler
I’environnement par des signalements morphogéniques responsables du développement tissulaire. De plus, ces
matrices sont moins susceptibles de susciter une réponse inflammatoire lors de leur transplantation in vivo
(8,18).

Le domaine de la nanotechnologie est de plus en plus sollicité dans I’étude de la régénération tissulaire.
En effet, les biomatériaux a nano-fibres peuvent tre construits en utilisant un peptide amphiphile auto-
assemblant Ph dépendant. Aprés une réticulation, les fibres sont capables de donner une direction a la
minéralisation d’hydroxyapatite, formant un matériau composite ou les axes cristallographiques sont alignés
avec les axes des fibrilles de collagene.
Le but est donc d’imiter le phénoméne naturel entre les fibrilles de collagéne et les cristaux d’hydroxyapatite
dans I’os (43).

Enfin, la différenciation des cellules souches serait modifiée par les caractéristiques des échafaudages
utilisés dans les études in vivo (44).
Ainsi le collagéne favoriserait plutot la formation de fibres ligamentaires, alors que le HA/BTCP serait plus apte
a induire une formation de cément et de fibres du ligament. Cela pourrait venir du fait que la microstructure
servirait de site de nucléation pour la précipitation d’apatite biologique (45).

3.2. Sans biomatériau

Récemment des moyens de libération cellulaire ont été élaborés sans support de biomatériau, a savoir la
technique de I’injection cellulaire, la technologie des cell-sheet ou encore la technologie microtissulaire.
Ces 3 méthodes ont été étudiées dans des études précliniques récentes (16,17,46,47).

L’injection cellulaire peut se faire par voie veineuse ou directement dans le tissu, selon 1’accessibilité du
tissu ciblé. L’application intra-tissulaire, principalement utilisée pour la régénération des disques intervertébraux,
sera préférée dans des tissus non vascularisés (36). Lors de I’injection par voie veineuse, les MSC migreraient
selon 2 mécanismes hypothétiques :

- ’arrét passif : comme les MSC sont de tailles importantes, elles sont emprisonnées dans le capillaire
ou alors leur vélocité étant réduite, elles s’extravasent jusqu’au tissu cible.

- I’adhésion active : via P-Selectin, VLA-4 ou VCAM-1 du vaisseau jusqu’au site de I’inflammation
grace a la transmigration.

La technique des cell-sheets consiste en une monocouche de cellules confluentes ayant proliféré dans
une boite de culture, qui est par la suite déposée sur le tissu cible (9,16).

Généralement, les cellules cultivées sont détachées de leur substrat grice a un traitement aux enzymes
protéolytiques. Mais, cette technique entraine une dégradation de la matrice extracellulaire et des jonctions
cellule-cellule. En effet, les enzymes hydrolysent certaines protéines de la matrice et détériorent ainsi la fonction
cellulaire.

Ainsi, une nouvelle méthode de contrdle de 1’adhésion cellulaire a été développée utilisant un
changement de température du milieu de culture et une surface de boite de culture greffée avec un « polymeére
température dépendant » nommé poly N-isopropylacylamide (PIPAA). Le principe est simple, a 37°, les cellules
cultivées peuvent adhérer et proliférer sur la surface hydrophile dans la boite de culture température-dépendante.
Lorsque que la température est inférieure a 32°, les cellules se détachent spontanément car le PIPAA est devenu
hydrophobe et il est donc impossible pour les cellules d’y adhérer et c’est ainsi qu’une cell-sheet se détache (48).

Une autre technique de contréle d’adhésion cellulaire, développée récemment, consiste a détacher la
cell-sheet grace au magnétisme. La boite de culture est recouverte d’une surface poly-électrolyte sur laquelle les
cellules proliférent, et en appliquant un voltage, la polarisation de la surface change et les cellules se détachent
(49).
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Des études concernant les cell-sheets de cellules ligamentaires, ont été réalisées chez le rat (16,17) et le
chien (47). Les auteurs sont arrivés a la méme conclusion, une régénération des tissus cémentaires et
ligamentaires, a I’aide des cell-sheets, peut étre obtenue au sein d’un défaut parodontal. Le résultat est le méme
que les cell-sheets soit en mono- soit en multi-couches. Néanmoins, il faut garder présent a I’esprit que la valeur
de ces études est moyenne, et leurs conclusions sont donc a considérer avec prudence.

Leurs principaux inconvénients sont leur faible taux de survie cellulaire, leur fragilit¢ d’utilisation et la
migration des cellules implantées dans des localisations différentes entrainant des zones de minéralisation
aberrantes. De plus, sa mise en place nécessite une chirurgie invasive. De ce fait, pour contrecarrer les limites
des cell-sheets, son association a un échafaudage pourrait étre une solution.

Enfin, la technologie des micro-tissus est une approche hybride comprenant une construction tissulaire
qui serait implantée chirurgicalement par injection cellulaire.
Le principe de la réagrégation cellulaire est d’empécher 1’adhésion des cellules a la surface de la boite de culture
ce qui force les cellules adhérentes a se reformer en tissu. Ces micro-tissus peuvent étre un moyen de libération
intéressant car ils ont moins tendance a &tre dilués vu leur volume, sont plus adhésifs et produisent des facteurs
angiogéniques (13). Malgré le potentiel de ses techniques en ingénierie tissulaire, elles présentent un risque de
différenciation incontrdlée et un risque carcinogene.

De nombreux moyens de libération sans 1’aide de biomatériaux ont été évoqués, néanmoins la plupart

des études ne posseédent pas assez de recul clinique et un trop faible niveau de preuves pour une autorisation de
mise sur le marché.
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PARTIE 2 : A L’AIDE DE BIOMATERIAUX

I. LE BIOMATERIAU EN INGENIERIE TISSULAIRE

L’homme et les animaux ont des échafaudages naturels qui entourent les cellules et fournissent un
support structurel pour la formation et la maintenance des tissus ou des organes.
IIs sont principalement composés de protéines de la MEC dont le collagene, la vitronectine, la fibronectine et la
lamine qui possédent un role dans la migration, la différenciation et la prolifération cellulaires (50). De plus, les
échafaudages naturels varient chimiquement et physiquement ce qui va contribuer aux fonctions spécifiques du
tissu dans lequel ils résident (51).

En ingénierie tissulaire, les échafaudages sont des trames plus ou moins temporaires utilisées comme
support cellulaire, qui fournissent un microenvironnement 3D ou les cellules peuvent proliférer, se différencier et
générer le tissu souhaité (37).

Les avancées récentes dans le domaine de I’ingénierie tissulaire ont permis de développer des
biomatériaux bio-fonctionnels qui incorporent et/ou reldchent des signaux régulateurs ou des cellules de maniére
précise, voire physiologique (libération contrdlée), afin d’obtenir une régénération in situ (51).

Un biomatériau peut avoir plusieurs réles face a une régénération tissulaire, il peut :

- servir de trame vierge pour 1’adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules présentes in situ

- étre ensemencé de cellules exogénes et permettre leur intégrations et leur libération in situ

- étre ensemencé de différents facteurs, molécules signalétiques dans 1’objectif de recruter des cellules in
vivo par une stimulation endogéne

- étre ensemencé de facteurs de croissance et de cellules souches permettant ainsi, une stimulation a la
fois endogene et exogéne (6).

L’apport exogene de cellules souches ensemencées au sein d’un biomatériau, peut réguler des
événements cellulaires, par des interactions d’adhésion de surface ou par une sécrétion de facteurs de croissance,
dans le but de controler I’expression génique.

Par ailleurs, la stimulation endogéne de cellules, se fait par la libération de facteurs de croissance ou
d’autres molécules signalétiques. A travers la conception de biomatériaux instructifs, ces facteurs stimulent et
recrutent des cellules endogénes de 1’hote dont des cellules souches, pour envahir le site 1ésé et synthétiser une
MEC in situ (52). Cette stratégie de régénération est donc basée sur la réparation/régénération endogene.

La libération de ces facteurs de croissance induirait un effet de domiciliation de cellules souches ou de
cellules progénitrices (Fig. 17). En effet, les informations moléculaires et physiques codées dans le biomatériau,
définissent une niche locale biochimique et mécanique. Grace a une régulation complexe et dynamique
interagissant avec les cellules endogénes de 1’hote, cette niche débloquerait les voies de régénération latentes
dans le corps en induisant une domiciliation cellulaire et en régulant la prolifération et la différenciation
cellulaires (52).

DOMICILIATION
Migration de cellules souches vers le site Migration de cellules souches de la niche
Ex : Cellule souche hématopoiétique la plus proche

Fig. 17 : Les différents effets de la domiciliation
D’aprés la littérature, c’est seulement avec un biomatériau adapté au site que les facteurs bioactifs appliqués

localement peuvent jouer leurs réles de manicre efficace et soutenue dans la régénération tissulaire. Ainsi de
nombreux types de matrices ou échafaudages ont été créés pour accommoder les besoins des tissus a régénérer.
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Cette méthode présente des avantages par rapport a la libération exogéne de cellules in situ (51) :
- elle dépasse les limites de la transplantation
- elle induit la production de facteurs qui participent a la prolifération et a la différenciation cellulaires.
- elle diminue le temps de laboratoire
- elle présente une attirance commerciale grace a sa facilité d’utilisation.

D’autre part, un ensemencement cellulaire ou de facteurs au sein d’un biomatériau implique également
une problématique liée a leur libération. Plus particuliérement, les facteurs de croissance au sein d’un
biomatériau, nécessitent une libération contrélée de par leur demi-vie courte, leur taille relativement grande, leur
pénétration tissulaire lente et leur potentiel de toxicité a haut taux systémique (9).

Différents procédés permettent donc de controler leurs taux de relache (13) :

-la dissolution et la diffusion des facteurs,

-1érosion, la dégradation ou encore I’enflure du polymeére suivies de la diffusion des facteurs,

-le phénoméne mouillé osmotique.

Cette libération contr6lée présente plusieurs avantages, entre autres, le fait de pouvoir transporter les facteurs
jusqu’au site souhaité et les libérer de fagon maitrisée. Une fois sur le site, ils pourront réguler localement de
nombreux processus de chimiotactisme, d’attachement, de prolifération, de différenciation et de morphogenése
cellulaires, ainsi que des transferts de signaux cellule-microenvironnement (50).

En I’absence d’un moyen de libération ou d’une libération contrdlée, ils subissent une diffusion rapide
et se dénaturent peu de temps aprés leur libération in vivo. De ce fait, ils n’entrainent pas les effets désirés sur les
tissus (51). En conséquence, des microsphéres (chitosan, gélatine, ou alginate) adaptées pour une néo-
encapsulation de protéines bioactives ou de cellules ont été congues (52).

L’activité cellulaire est donc régulée a travers la conception de 1’échafaudage. Il est alors essentiel que
sa conception et sa construction prennent en compte les caractéristiques du microenvironnement local dans le but
d’induire une expression génique appropriée (6). De plus, le biomatériau doit fournir une combinaison correcte
de facteurs associés aux cellules en fonction du tissu a générer.

II. DESCRIPTION DU BIOMATERIAU IDEAL

1. Objectifs évoluant en fonction des avancées scientifiques

Dés le début de la dentisterie, il y a 5000 ans en Egypte, les dentistes cherchaient a améliorer les
procédés de régénération dans le but de remplacer une dent ou un tissu dentaire.
Le concept de la RTG, publié par le Dr Melcher en 1976, a démontré I’utilité d’une barriére pour exclure des
cellules non désirées du site de cicatrisation.

Les premiers cas cliniques ont été présentés par Nyman en appliquant un millipore de filtre bactérien
intra-oral composé d’acétate de cellulose, utilis€ comme membrane dans la régénération de tissu parodontal,
alternative a I’intervention chirurgicale (6,37,53).

En effet, la maintenance d’espace a joué un rdle primordial ces derniéres années, le biomatériau au sein du
défaut devait avoir des fonctions de barriére ou d’exclusion cellulaire selon les principes de la RTG.

En plus, d’avoir une forme et une force appropriées pour permettre son placement dans un défaut, la membrane
devait également, étre facile a manipuler, posséder une rigidité suffisante pour empécher le collapse des tissus
sus-jacents et avoir une structure interne compatible avec ’attache cellulaire (6).

Selon ce principe, la synergie entre un espace suffisant et un environnement approprié a la régénération,
semble favoriser I’activation d’une cascade d’événements cellulaires et moléculaires nécessaires a la
régénération.

Les polymeres synthétiques sont les plus utilisés en tant que barriére en RTG : ils excluent la croissance
épithéliale et permettent la croissance du ligament parodontal et des cellules de 1’0s alvéolaire.

Au fil du temps, les chercheurs s’apergoivent que certaines molécules bioactives incorporées aux matériaux
matriciels augmenteraient le potentiel de régénération intrinseque (37).

Ainsi les biomatériaux potentialisent les effets bénéfiques des thérapies cellulaires tout en évitant les
inconvénients de la greffe, et en améliorant le contrdle de la libération cellulaire.
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2. La Conception
2.1. Généralités

La conception de I’échafaudage idéal n’est pas chose facile mais demeure pourtant primordiale.
De par sa forme et sa topologie de surface, il aura des conséquences diverses sur les cellules et leur
microenvironnement. En effet, étant donné que les cellules sont trés sensibles a la morphologie de surface a
I’échelle nanométrique, cette derniére devrait donc ressembler le plus possible a la MEC naturelle. Cela est, en
outre, bénéfique pour I’échafaudage parce que les composants de la MEC modulent 1’adhésion, la migration, la
prolifération et la différenciation ostéogénique (54).

La conception d’un biomatériau tout comme 1’élaboration d’un véhicule cellulaire doivent prendre en compte :
-la nature, la composition et les propriétés du biomatériau a utiliser
-la population spécifique de cellules a libérer
-le type et I’architecture du tissu a réparer.

2.2. Prise en compte des variables

Identifier les variables de chaque composant est une taiche complexe, néanmoins, il existe des requis de
conception et de fabrication (13).
11 peut étre biodégradable et devrait idéalement se résorber une fois que le biomatériau a tenu son rdle de trame
pour la régénération tissulaire, sans risque de transmission et inerte immunologiquement (6,13,37,50,52,53,55).
A noter que, certains échafaudages sont non résorbables de par leur composition chimique.

Quant a ses propriétés physiques, il doit étre capable de subvenir au besoin de I’environnement du tissu
cible. Il doit présenter une résistance mécanique capable de supporter un stress in vivo et doit étre
mécaniquement compatible avec les tissus environnants. En outre, les propriétés mécaniques de 1’échafaudage
ont un impact direct sur la formation tissulaire en affectant la différenciation cellulaire par une
mécanotransduction (56).

Enfin, la porosité est d’une importance critique. En effet la quantité et I’extension des pores changent la
spécificité de la surface de 1’échafaudage en modifiant sa perméabilité et ses propriétés mécaniques ; le
comportement cellulaire telles que 1’adhésion cellulaire ou I’activation des voies de signalement intracellulaire,
est régulé par la topologie de surface a 1’échelle micro ou nano 10-100000 nm (18).

Ainsi, ces propriétés ont un impact majeur sur I’ensemencement cellulaire, sur la diffusion des cellules et des
nutriments a travers le biomatériau, sur la prolifération cellulaire et en conséquence sur la croissance tissulaire.
Toutefois, un nombre trop important de pores réduit la force mécanique de 1’échafaudage (56,57).

2.3. Qualités requises

Le biomatériau idéal doit donc fournir une stabilité chimique et physique de maniére coordonnée avec
les tissus environnants (Fig. 18). La taille et la quantité des pores, leur inter-connectivité ainsi que le poids et la
capacité d’hydratation du biomatériau doivent étre donc pris en compte et sont essentiels pour la régénération
tissulaire in situ.

Tout en respectant la biocompatibilité cellulaire, il devrait favoriser I’adhésion et la prolifération cellulaire,
permettre une libération contrdlée et posséder une dégradation maitrisée avec la force mécanique requise.
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Fig. 18 : Caracteristiques du biomatériau idéal

Il est important de noter qu’aucun biomatériau disponible sur le marché ne répond a tous ces criteres.
Les biomatériaux présentent, en particulier, les inconvénients suivants :

- des interactions cellule-biomatériau souvent imprévisibles,

- une biodégradation non homogene,

- une réaction immunitaire,

- une faible efficacité d’ensemencement cellulaire (6).
Aucune guideline n’a été éditée concernant la biosécurité des biomatériaux en ingénierie tissulaire.

Ainsi, pour choisir un matériau il faut prendre en considération les MEC naturelles des tissus
environnants (54).
Actuellement, les biomatériaux doivent étre congus pour posséder des informations complexes codées dans leurs
structures pour imiter le plus possible la MEC naturelle, ce qui permet d’influencer le comportement cellulaire et
de controler le destin cellulaire in vivo (52).
Néanmoins dans 1’objectif d’une commercialisation, ils doivent étre économiques et simples d’utilisation. On est
alors face a une contradiction entre la sophistication de plus en plus importante et la demande croissante de
simplicité.

En conclusion, avec 1’avancée de la science, le choix du biomatériau est devenu essentiel dans le
développement de I’ingénierie tissulaire. Il s’effectue en fonction de la situation clinique et de 1’objectif a
atteindre.

Le choix du biomatériau dépend effectivement du résultat souhaité, il est donc impératif de prendre en compte :

-les caractéres physiques : comportement rhéologique, propriétés mécaniques, rugosité mécanique,
géométrie de surface et porosité

-les caractéres chimiques : vélocité et dégradation (58)

III. CLASSIFICATION DES DIFFERENTS BIOMATERIAUX

Les biomatériaux peuvent étre classés selon leur composition chimique, leurs caractéristiques
d’utilisation ou comme dans le cas ci-dessous selon leur origine (Fig. 19).
Les échafaudages créés pour I’ingénierie tissulaire sont dérivés de 3 classes de matériaux : synthétiques comme
les polymeres, semi-synthétiques et naturels comme le collagéne (protéine de la MEC naturelle).
Cependant, indépendamment de sa composition, il est essentiel qu’un biomatériau puisse supporter
I’ensemencement cellulaire.
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La plupart des biomatériaux absorbent, de maniére non spécifique, des protéines a 1’aide d’interactions
faibles aux interfaces protéine-eau et biomatériau-eau.
Pour maitriser cette absorption, des protéines ou leurs sous-séquences ont été intégrées au cceur du polymere.
En effet, la transduction de vecteurs viraux dans des cellules souches mésenchymateuses a permis I’introduction
de molécules spécifiques dans le site 1€sé pour stimuler la régénération.
Ainsi, il fut possible de contrdler les processus cellulaires comme la différenciation ou encore de contrdler la
dégradation de la matrice (18).
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I_I_I
b AUTOGREFFE | Jet DER“’MESCDE LA = HA RESORBABLES NON RESORBABLES
== ALLOGREFFRE |J==DERIVE PROTEIQUE - B-TCP - PGA - PMMA
e XENOGREFFE | = POLYSACCHARIDES e BIPHASIQUE - PLA - PHEMA
AMPHIPRILES N e

Fig. 19 : Classification des différents types de biomatériaux

1. Matériaux d’origine naturelle

1.1. Différents types de greffes osseuses

Lors de la RTG, en partie pour lutter contre I’effondrement de la membrane, il a été ajouté un
biomatériau au sein du défaut. Cette approche requiert donc, 1’introduction d’un matériau de comblement dans le
défaut parodontal visant I’induction d’une régénération osseuse.

La régénération osseuse par greffe osseuse peut étre ostéogénique, ostéoinductrice ou ostéoconductrice.
Le matériau ostéogénique contient des cellules de la genése osseuse, quant aux matériaux ostéoinducteurs, ils
contiennent des protéines ou facteurs de croissance entrainant une prolifération ou une différenciation de cellules
progénitrices trouvées dans le caillot sanguin ou le tissu de granulation. Enfin les matériaux ostéoconducteurs ne
jouent qu’un réle de trame, puisque les cellules proviennent des vaisseaux voisins.

Leur capacité a engendrer une néoformation osseuse différe selon le type de greffe, il en existe 4, ’autogreffe,
I’allogreffe, la xénogreffe et la greffe alloplastique. Cette derniére qui est un biomatériau synthétique, sera
évoquée par la suite (6,37,53,59).

1.1.1. L’autogreffe

Le greffon essentiellement composé de cellules et de tissus, provient du patient et peut étre d’origine
intra ou extra-orale. Le site de prélévement peut étre cortical, spongieux, provenir de la mandibule ou de la créte
iliaque.

Ce type de greffe est considéré comme ostéoinducteur, il induit la cascade biologique aboutissant a la formation
osseuse, avec peu de risques de complications immunologiques ou de transmission. Néanmoins, la quantité
prélevée reste limitée avec un risque de morbidité au niveau du site de prélévement.
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1.1.2. L’allogreffe

Comme vu précédemment, c’est une greffe de tissus d’un individu a un autre.
Lors d’une allogreffe, les matériaux les plus fréquemment utilisés sont :

-Freeze Dried Bone Allograft : FDBA : os d’origine humaine lyophilisé

-Demineralized Freeze Dried Bone Allograft : os d’origine humaine déminéralisé (acide chlorhydrique) et
lyophilisé
Les matériaux sont stérilisés (radiation ionique, congélation, oxyde d’éthyléne ou chaleur) pour diminuer les
risques de transmission de pathogénes. Certains auteurs ont conclu sur le faible pouvoir ostéoinducteur de ce
type de greffe qui peut, en outre, étre altérée par un processus de stérilisation.

1.1.3. La xénogreffe

La xénogreffe, quant a elle, est une greffe des tissus d’un individu a un autre mais d’une espéce
différente, et a, en parodontologie, des origines principalement bovine ou corallienne.
Les greffons sont traités pour garder leur composant minéral tout en éliminant leur composant organique,
limitant ainsi le danger d’un rejet immunitaire mais supprimant son potentiel ostéoinducteur. En effet, dans la
plupart des cas, ces matériaux deviennent prisonniers d’un tissu conjonctif dense avec une régénération tissulaire
trés limitée.

Les xénogreffes bovines, sont poreuses, résorbables et se présentent sous forme granulaire ou compacte.
Elles sont classées en catégorie IV (pas d’infection détectable) selon 1’organisation mondiale de santé (OMS).

Les greffes dérivées du corail se présentent sous 2 formes soit comme carbonate de calcium
(BIOCORALIL) soit comme hydroxyapatite poreux (BIO-OSS).
Ce dernier, de formule Ca,,(PO,);OH,, est ostéoconducteur, biocompatible et de structure comparable a celle de
1’0s humain. Les traitements physiques et chimiques éliminent la substance antigénique et entrainent une
modification de structure et de composition de la phase inorganique.

Dans le cadre de I’ingénierie tissulaire, 1’allogreffe et la xénogreffe sont plus facilement 8 méme d’étre
ensemencées de cellules ou facteurs. En effet, I’autogreffe ne nécessite pas de temps de laboratoire, d’ou la
difficulté d’effectuer un ensemencement.

1.2. Les polyméres naturels

La nature fournit d’excellents échafaudages jusqu’ici inégalés par ’homme (18). Les organismes
vivants sont capables de synthétiser une grande variété de polyméres se divisant en différentes catégories (Fig.
20).

Les polymeéres naturels offrent une similarité avec les macromolécules biologiques reconnues et gérées
métaboliquement par le microenvironnement biologique. Ils permettent également de diminuer le risque
d’inflammation chronique ou de réaction immunologique (50).

Ces produits naturels ont des propriétés biologiques favorables permettant I’interaction cellulaire puisqu’ils sont
dérivés d’un tissu animal ou humain mais cela étant ils peuvent étre la cause de problémes de biosécurité (13).

Dans le but d’imiter la MEC, les polyméres naturels peuvent donc envoyer des signaux pour guider les cellules a
travers les étapes variées de leur développement et accélérer la cicatrisation tissulaire. D’ailleurs, ce mimétisme
de la MEC est un de leur principal avantage auquel s’ajoutent leurs bonnes caractéristiques biologiques et leurs
interactions cellulaires inhérentes.

En conséquence, ils possédent d’excellentes propriétés biodégradables, biorésorbables et une bonne adaptabilité,
le tout facilitant leur réle dans la libération cellulaire (18).

Ces matériaux sont produits dans des conditions douces et possédent des propriétés mécaniques et
structurelles semblables a la MEC, ils peuvent combler 1’espace, libérer des molécules ou servir de trame pour
les cellules (6). Structurellement parlant, la réticulation des chaines de polyméres et 1’établissement de
différentes liaisons chimiques sont utiles pour leur conférer une intégrité.

Excellent pour I’ensemencement cellulaire, ils sont néanmoins variables dans leur composition, avec
peu de propriétés mécaniques et un taux de dégradation qui est limité dans le temps et difficile a contrdler. De
plus ces limites peuvent également étre physicochimiques avec la nécessité de protocoles de purification et de
décontamination du potentiel pathogénique (13).
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1.2.1. Les matériaux dérivés de la MEC

L’inspiration de la MEC pour la création d’un échafaudage implique la présence de protéines
structurelles.
La plus abondante dans le corps, avec plus de 20 formes génétiques, est le collagéne. Le type 1 est, en
particulier, le plus étudié. La force mécanique n’est pas le point fort de ces protéines. Afin d’obtenir des matrices
avec des propriétés mécaniques adéquates (60), des protocoles de glycation chimique et de traitements a haute
température ont donc été mis en place. Souvent utilisé comme véhicule, le collagéne peut étre ensemencé, mis en
culture et introduit dans le défaut parodontal (13,57).

Il en va de méme pour 1’acide Hyaluronique, qui est un composant transitoire de la MEC puisqu’il est
présent dans une matrice temporaire, remplacée ensuite par la MEC. Ce GAG peut supporter la mise en place de
fibroblastes, de chondrocytes ou encore de cellules souches mésenchymateuses (6). Pour faciliter la formation de
fibres dans un échafaudage 3D a base d’acide Hyaluronique, ’intégration d’un adjuvant tel que le polyéthyléne
oxyde semble étre trés prometteur.

La fibrine est aussi un candidat favorable a la libération de cellules souches dans les défauts
parodontaux. Ce composant de la MEC se caractérise par un réseau complexe formé par une polymérisation de
fibrinogéne en présence de I’enzyme thrombine. Utilisé seul ou en combinaison, cet échafaudage biologique non
seulement accélére la cicatrisation mais posséde également une structure nano-fibreuse trés similaire a la MEC.
Associé au polyéthyléne glycol, ce matériau hybride permet de diminuer la rapidité de dégradation de la fibrine

(13).

Le collagéne posséde une séquence spécifique RGD qui régule d’importants événements cellulaires via
une liaison intégrine. Ce tri-peptide RDG (Arginine-Glycine- Acide Aspartique) permet également a la
fibronectine de servir de substrat pour 1’adhésion cellulaire (50). D’ailleurs, cette s€quence a été intégrée a la
surface de nombreux biomatériaux pour augmenter la disponibilité des sites d’attaches cellulaires, une des
stratégies consistant a déposer des couches de fibronectines orientées.

En associant les biomatériaux, on associe également leurs propriétés comme lors de I’imprégnation de micro-
éponges de collagéne sur un échafaudage, ou encore d’une trame de collagéne renforcée d’un support en HA,
dans le but de promouvoir la bioactivité et la différenciation cellulaire (13,55).

1.2.2. Les dérivés protéiques : la soie

La soie est un polymeére de protéines produit par une variété d’insectes et d’araignées, en particulier par
le ver a soie Bombyx Mori. Dans la nature, la soie présente des structures et fonctions différentes en accord avec
I’environnement habité par ces animaux.

Dans sa forme naturelle, la soie est formée d’un filament principal de protéines, la fibroine et d’une
couche similaire a de la colle formée de protéines séricines. Composée de blocs hydrophobiques, la fibroine a
tendance a former des cristaux ou couches [ grace a des liaisons hydrogénes et des interactions hydrophobiques
ce qui constitue la base de sa force élastique ainsi que son caractére insoluble dans I’eau. Ses blocs
hydrophobiques combinés a des blocs faiblement hydrophiliques lui confére une certaine dureté (53).

La soie fournit une excellente combinaison de 1égéreté (1,3 g/cm’)’, de force mécanique importante (4,8
GPa) de dureté et d’élasticité (jusqu’ a 35%). Elle est résistante a la compression et a 1’élongation tout en étant
extensible et résiliente (53).
En effet, la porosité, la rugosité de surface, et la rigidité sont contrdlables dans le procédé de fabrication de cet
échafaudage 3D.
Ces polymeéres de protéines peuvent également, étre rendu fonctionnels par un couplage chimique avec des
molécules bioactives ou par une conjugaison covalente de facteurs de croissance ostéogéniques. Toutefois, les
études cliniques n’ont pas encore été réalisées sur sujet humain.

1.2.3. Les Polysaccharides

1.2.3.1. Alginate

Ce polysaccharide anionique naturel provenant de I’algue noire est un des plus abondants matériaux
bio-synthétisés. Il peut étre utilis€é comme porteur cellulaire car il permet une incorporation cellulaire.
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Comme il est facilement modifiable, des réactions chimiques et physiques permettent d’obtenir des dérivés avec
des structures, des propriétés, des fonctions et des applications variées.

Principalement utilisé sous forme de gel, il est possible d’emprisonner des cellules dans des gouttelettes
d’alginate, transformées en perles rigides par gélation dans une solution riche en cations divalents.
Les cellules sont donc entourées d’une barriére non dégradable sélectivement perméable qui isole les cellules
transplantées de I’hote (52).
Ces implantations sont considérées comme immuno-protectrices puisqu’elles préviennent la destruction des
cellules transplantées par les cellules immunes et par les complexes solubles et qu’elles éliminent ainsi le besoin
d’un immunosuppresseur.
Néanmoins comme les cellules sont emprisonnées, il n’y a aucune possibilité d’interaction directe et immédiate
avec la matrice, c’est pourquoi cette méthode est plutdt indiquée pour une libération de facteurs bioactifs que
pour des cellules (6,15).

Grace aux combinaisons de biomatériaux avec des ligands spécifiques, il est aujourd’hui possible de
modifier ses forces mécaniques, ses propriétés de gélation, son affinité tissulaire ou encore de rendre ce matériau
biodégradable.

1.2.3.2. Chitosan

Le chitosan est obtenu soit par désacétylation chimique ou enzymatique de la chitine, qui est un
composant exo-squelettique des arthropodes.

Le chitosan est un polymeére cationique en milieu acide, qui a la capacité de former des complexes avec des
substances inorganiques (HA) ou organiques (protéines de la MEC ou facteurs de croissance), améliorant
significativement sa cytocompatibilité et sa biofonctionnalité.

Grace a différents protocoles, sa transformation permet 1’obtention de diverses structures (microsphéres, colle,
éponge, membranes, ou fibres) (54,61).

Ses propriétés chimiques et cationiques sont modulables et fournissent I’opportunité de contréler les
éveénements cellulaires a travers la médiation de ses interactions avec des macromolécules ou ligands de surface
cellulaire.

En outre, le chitosan posséde des propriétés bactériostatiques grace a sa capacité d’inhiber la croissance
des GRAM- et GRAM+. Ce sont ces propriétés antimicrobiennes qui ont permis, lors de sa mise en place chez
des patients atteints d une parodontite chronique, de nettement diminuer les marqueurs de I’inflammation
gingivale (62). Ces résultats sont toutefois issus d’une étude a faible valeur.

Considéré comme un moyen de libération in vitro efficace d’ADN et de facteurs de croissance, il
supporte bien 1’attachement cellulaire, en particulier quand il est conjugué a d’autres molécules, mais il n’est pas
trés favorable a la prolifération cellulaire.

Dr’ailleurs, il a été combiné a du calcium carbonaté, de I’HA, du collagéne ou encore du BTCP dans le
cadre d’études en régénération parodontale (13).

1.3. Les peptides auto-assemblants

La nature utilise des protéines et des peptides pour synthétiser des matériaux dont la hiérarchie et la
fonction dépassent n’importe quel biomatériau synthétisé par I’homme.

Les peptides auto-assemblants ou amphiphiles sont des molécules formées de peptides qui utilisent des
interactions non covalentes intermoléculaires pour synthétiser des structures d’ordre supérieures via 1’auto-
assemblage de constituants élémentaires de la maticre.

En comprenant comment ces supra-structures s’assemblent dans la nature, on peut exploiter ce procédé
dans la synthése de biomatériaux.

Ils se composent de 3 régions, une queue hydrophobique, une région d’aminoacides formant une couche 3, et
enfin un peptide épitope qui assure la solubilité.

La combinaison de liaisons hydrogénes entre les couches B et la queue hydrophobique qui collapse, permet la
formation des micelles et donc de nano-fibres réversibles (54).

En changeant le pH ou en ajoutant des ions de charge opposée a la surface de ces fibres, un gel se
forme. Par conséquent, la présence des contre-ions dans les solutions physiologiques in vivo, confirme la grande
utilité des peptides amphiphiles en ingénierie tissulaire (18). Ces molécules manifestent une grande capacité a
tolérer des modifications chimiques pour une application biologique.
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Les peptides amphiphiles s’assemblent pour former des structures bien définies avec une fonction
particuliere.
Ils peuvent supporter une encapsulation cellulaire, fournir un échafaudage biomimétique capable de nucléation
de HA, promouvoir la différenciation neuronale ou encore maintenir les fonctions des chondrocytes différenciés.
Récemment deux types de cellules souches dentaires ont été mises en place sur des hydrogels de
peptides amphiphiles et celles-ci ont manifesté des résultats prometteurs avec des différences de morphologie, de
comportement et de prolifération (63).

TYPE DE BIOMATERIAU CARACTERISTIQUES

-Grande force mécanique

Collagene -Bonne biocompatibilité, biodégradable, grande disponibilité

-Faible colit

-Faible pouvoir antigénique

-Prolifération, différenciation et migration cellulaire régulée par des
interactions avec la MEC

-Réticulation - fagonnage des propriétés mécaniques, de différenciation,
d’adhésion, d’intégration cellulaire et de rétention d’eau

Fibronectine | Induit I’attachement cellulaire et leur migration a travers les sites
d’attache —>intégration de la séquence RGD

-Role important dans 1’hémostase et la réparation tissulaire spontanée (13)
Fibrine -Le plasma du patient diminue les risques de transmission pathologique ou
réactions immunologiques

-Présente dans la matrice temporaire

-Appartient a la famille des glycosaminoglycanes (GAG)

Acide -Role dans organogénése, la migration cellulaire et le développement en
Hyaluronique | général
-Inerte immunologiquement
-Biodégradable
-Grande capacité d’absorption d’eau—> force compressive (enflure
osmotique)
-Modification par estérification ou réticulation—> fournir une rigidité
structurelle

DTN ©] op soa1dsur XneLje

-Biocompatible

Peptide -Stimule les interactions cellulaires et la régénération tissulaire
amphiphile -Incitation a la production de matrice tissulaire
-Stabilité augmentée par une polymérisation
-Peut étre intégré avec d’autres composants organiques ou inorganiques
pour former des nano-composites

-Résistance mécanique et élastique

STHINLVYN ANIONIO.d XNVIIALVINOIA

v Y .
g g Soie -Dureté
g‘- § -Support d’adhésion cellulaire, migration et différenciation in vitro
2 a -Biocompatible, biodégradable
a
-Insoluble dans I’eau
-Biocompatible et biodégradable
Alginate - Hydrophile
- - Non antigénique
=X -Capacité de chélation
E -Dégradation lente avec un dissolution imprévisible in vivo
8 -Bonnes propriétés mécaniques variables avec le degré d’acétylation
§ Chitosan -Biodégradable, biocompatible
;lbi -Hydrophile, soluble, grande capacité d’absorption et grande réactivité.

-Non antigénique, non toxique
-Activité hémostatique (64,65)
-Propriétés bactériostatiques

Fig. 20 : Biomatériaux d’origine naturelle
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2. Matériaux d’origine synthétique
2.1. Les polymeéres synthétiques

Les biomatériaux synthétiques doivent étre, non seulement, biorésorbables mais également construits
avec un matériau qui tolére I’ensemencement :

-de facteurs de croissance ou de différenciation appropriés

-de leurs récepteurs intégrines cellulaires

-de cellules ou d’autres molécules instructives trouvées dans les tissus en régénération.
Un de leurs principaux avantages est leur production a grande échelle avec des critéres spécifiques tels que leur
inertie, leur biocompatibilité ou encore leur biodégradabilité (Fig. 21).
Ils sont connus pour avoir une intégrité et une résistance mécanique supérieures aux biomatériaux biologiques.
Néanmoins, ils sont fabriqués dans des conditions rigoureuses, ce qui rend I’incorporation de facteurs,
I’attachement cellulaire ou I’emprisonnement cellulaire difficiles (66).

TYPE DE BIOMATERIAU | CARACTERISTIQUES PROPRES | CARACTERISTIQUES COMMUNES
PMMA Polyméthylméthacrylate Ciments acryliques
-Biocompatible -Ostéoconducteurs
% -Hydrophiles associés a Ca(OH)2
Z PHEMA | Polyhydroéthylméthacrylate
&
&
- ~ PTFE -Polytetrafluoroéthyléne ou TEFLON
o ... . .
g > -Répétitions de sous-unités de carbone et fluorine
< | = _Utilisé en GTR
E‘ (o -Résistance thermique et chimique
g -Réle potentiel de trame pour 1’expansion cellulaire ex vivo et
» libération sur le site
2 PGA -Acide polyglycolique -Polyesters aliphatiques
5 -Echafaudage pour des -Appartiennent a la famille des acides
% fibroblastes gingivaux a-hydroxylés
3| w PLLA -Acide polylactique -Non immunogéniques,
@ 52 -Membrane bioabsorbable blocqmpatlbles, et non toxiques
= | © "RCT->pas de régénération -Facilement manufacturés en
v Q quand utilisé avec greffe préformes se!on I’anatomie du site
% autogéne - Hydrgphoblques
E _Plus hydrophobique que PGA -Fournissent une plateforme pour
2 PLGA _Copolymére — PLA/PGA exposer les propriétés mécaniques du
utilisé comme une barriére biomatériau
-Libération de facteurs de
croissance

Fig. 21 : Polyméres synthétiques

Concernant les acides alpha-hydroxylés, leurs liaisons esters sont sensibles a 1’hydrolyse et donc se
dégradent non enzymatiquement. En se dégradant, les déchets formés sont éliminés par les voies respiratoires et
n’entrainent généralement pas d’infiltration massive de macrophages ou d’inflammation chronique.

De plus, il existe des moyens de contrdler leur dégradation a court ou long terme selon les besoins cliniques.
En effet, le taux d’hydrolyse et par conséquent la dégradation ainsi que le degré d’hydrophobicité peuvent étre
modulés pour correspondre aux critéres de libération cellulaire thérapeutique.

Certains auteurs pensent que pour régénérer une structure complexe comme le parodonte, seuls les échafaudages
fibreux alignés peuvent fournir un guidage adéquat aux cellules. En conséquence, un échafaudage PLGA
paralléle et croisé de fibres a été créé pour générer le parodonte.

2.2. Les céramiques phosphocalciques

Les céramiques disponibles en ingénierie tissulaire (hydroxyapatite HA, B-TriCalcium Phosphate),
proviennent majoritairement du Phosphate de Calcium (CaP).
Ces céramiques bioactives a base de CaP sont utilisées en raison de leurs composants communs avec le minéral
0SSeux.
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Effectivement, une surface minérale biomimétique favoriserait 1’absorption préférentielle de molécules
biologiques qui régulent la fonction cellulaire, dans le but de promouvoir les événements responsables de la
biominéralisation cellulaire (Fig. 22).

Ne présentant aucun risque pour le patient, elles permettent d’éviter les greffes osseuses; de plus leur
disponibilité en grande quantité, de méme que le besoin de disposer d'un matériau polyvalent en font un candidat
idéal pour I’ingénierie tissulaire. En outre, ces biomatériaux minéraux reflétent un niveau remarquable de
contrdle quant a leur composition, leur forme, leur taille et leur organisation.

Pour avoir une efficacité optimale, ils doivent étre poreux, biocompatibles et posséder une capacité
d’ostéointégration, avec une grande force mécanique tout en étant biodégradables.

Néanmoins, aucune céramique, ne posseéde a ce jour, toutes ses caractéristiques (37,51).

Avec une géométrie 3D appropriée, les phosphates de calcium sont capables :

-d’établir une liaison et de recruter des facteurs de croissance (Bone Morphogenic Protein) endogénes
en circulation

-de devenir ostéoinducteurs

-d’étre des porteurs efficaces de cellules osseuses en particulier, grace a 1’incorporation de facteurs
bioactifs ostéogéniques.

Dans le contexte d’une régénération de tissus minéralisés, HA est un des favoris et est largement étudié
dans de nombreuses recherches cliniques. Un matériau trés développé également est le TCP avec ses phases
alpha et beta trés résorbables. Sa résorption est controversée, elle serait due :

-soit & un processus dépendant des fluides interstitiels qui dissoudraient le matériau lié a 1’absence
d’ostéoclastes avoisinants

-soit & un processus cellulaire, avec des cellules géantes ostéoclastiques observées dans les sites de
défauts suggérant leur réle dans la résorption

A l'inverse I’HA ne posséde pas un bon taux de résorption mais posséde une grande résistance mécanique.
Ainsi leurs avantages et inconvénients se complétant 1’idée d’une céramique biphasique HA/TCP est apparue.
Ce matériau composite semble étre un bon véhicule cellulaire, et est fréquemment étudié en régénération
parodontale (13,24). De plus, dans le domaine de I’implantologie, ce matériau a manifesté un haut pouvoir
ostéoinducteur avec une augmentation de 1’expression génique des cellules osseuses (67).

Le B-TCP peut également étre combiné avec d’autres matériaux comme le chitosan ou encore le collagéne (13).

TYPE DE BIOMATERIAU | CARACTERISTIQUES PROPRES CARACTERISTIQUES COMMUNES
HA -Bonnes propriétés mécaniques -Bioactifs
-Peu d’interconnexion des pores -Biocompatibles
E —>néovascularisation difficile -Transporteurs cellulaires ou de facteurs
8 -Grande affinité avec les protéines bien | efficaces
a ":U qu’inerte -Composition similaire a 1’os
os! > -Hydrophobe, peu soluble -Capacité de promouvoir la fonction
? E]-J -Pouvoir ostéogénique(6) cellulaire
E o -Ostéoconducteur (68) —>Formation d’une interface solide
rg g -Taux de résorption faible biomatériau-os
t lﬁj B-TCP -Biodégradable
Q -Poreux mais dégradation rapide avec
CZ: peu de formation osseuse

-Trés bonne résorption
-Peu de formation osseuse in vivo

Fig. 22 : Céramiques phosphocalciques

2.3. Le bioverre

Les bioverres trouvent actuellement des débouchés dans les domaines orthopédiques, dentaires. Apres
le traitement thermique d’un type de verre particulier (MgO-Ca0O-Si02-P205), il se forme un verre
« céramique » contenant une apatite cristalline, le B-wollastonite, dans une matrice vitreuse (62). Ce bioverre se
lie a I’os avec la formation d’une couche HA carbonée in vivo (25) (Fig. 23).
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TYPE DE BIOMATERIAU CARACTERISTIQUES

-Silicate résorbable ou non selon sa composition
-Ostéoconducteur, ostéoinducteur (67)

Verre Bioactif -Pouvoir ostéogénese

-Biocompatible, bioactif

-Peut jouer le réle de barriere pour 1’épithélium (54)
-Résistance mécanique correcte

Fig. 23 : Caractéristiques du bioverre

Récemment, des chercheurs ont démontré que les nanoparticules du bioverre avaient un réle dans la survie des
cémentoblastes, 1’activité mitochondriale et la prolifération cellulaire, confirmant son potentiel dans la
régénération parodontale (67).

2.4. Le sulfate de calcium

Ce substitut minéral est généralement utilisé en tant que barriére (62) et est depuis peu, plutét employé
comme vecteur cellulaire (Fig. 24). Biocompatible, il n’est ni ostéoinducteur ni ostéoconducteur (69).
Le biocomposite, mélange de BPTCP et sulfate de calcium, ne nécessite pas de membranes, diminue le temps
chirurgical et le colit et enfin présente un potentiel certain dans la régénération.
Récemment, le sulfate de calcium a été associ¢ a PLGA formant un composite avec une taille de pores et
macroporosité similaire a I’os trabéculaire. Il peut &tre utilisé comme biomatériau seul, moyen de libération
cellulaire, ou systéme de libération de molécules en 3 phases.

TYPE DE BIOMATERIAU CARACTERISTIQUES
Calcium de Sulfate -Hémi-hydraté de formule CaSO4
ou -Biocompatible, biodégradable
platre de Paris -Force compressive trés importante mais faible résistance mécanique
-Inorganique, non poreux

Fig. 24 : Caractéristiques du calcium de sulfate
3. Matériau semi-synthétique :

La cellulose, principal constituant des plantes, est un polymeére de glucose qui forme des fibres
naturelles comme le coton ou le lin. Nous allons évoquer un polymére dérivé de la cellulose et considéré comme
semi-synthétique : I’hydropropyl méthyl cellulose (HPMC).

Le HPMC est de plus en plus utilisé dans les études d’ingénierie tissulaire (70,71), c’est un
méthylcellulose modifié par des groupes ether glycol propyléne qui sont attachés a 1’anhydroglucose du cellulose
(Fig. 25).
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Fig. 25 : Structure idéalisée de I'hydropropyl méthyl cellulose (HPMC) d’apres Fatimi A. et coll. 2008
Il présente de bonnes propriétés biologiques, le rendant trés favorable aux applications biomédicales.

Il y a 10 ans environ, un hydrogel a été développé par P. Weiss, en associant des groupes silanes a la structure de
HPMC: I’hydropropyl méthyl silanisé (Si-HPMC) (168) (Fig.26).
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Fig. 26 : Structure chimique du Si-HMPC d’apres Fatimi A. et coll. 2008

A un pH physiologique, Si-HMPC génére un état élastique, améliorant ainsi les propriétés biologiques et
biomécaniques de HMPC. Le principe d’auto-durcissement de 1’hydrogel est basé sur les silanes greffés le long
des chaines de Si-HMPC (168). La dissolution de ce produit a lieu dans un milieu fortement basique (NaOH) et
correspond 4 la ionisation de silane en sialonate de sodium (SiO'Na"). La gélification, quant a elle, est basée sur
la condensation entre les groupes silanol (SiOH) suite a une baisse du pH (168) (Fig. 27).

OCH; O'Na’
(a) ~——§i—O0CH; + NaOH ———————————»  —Si—ONa' + CH;OH
OCH; ONa’
silane silanolate
O'Na' H
decreasing pH
(b) —Si—O'Na* Al G lmOH
O'Na' OH
silanol

(©)  emm§—OH + HO—Gimmm ——— 3 =——O—Sim==  +  H,0

Fig. 27 : Comportement du silane (a) formation du silane, (b) protonation de sialonate et (c) condensation
silanol d’apres Fatimi A. et coll. 2008

La solution de Si-HMPC est transformée en Si-HMPC hydrogel avec la formation d’un réseau 3D.

TYPE DE BIOMATERIAU | CARACTERISTIQUES

Si-HPMC -Hydroxypropyl méthyl silanisé

-Polymeére auto-réticulant

-Groupes silanes greffés sur les chaines de HPMC

-Biocompatible

-Bonnes propriétés rhéologiques

-Temps de gélation correct : temps nécessaire pour manipuler les cellules et
injecter le mélange

-Injectabilité favorisée par ses bonnes propriétés visqueuses et élastiques

ANOILAHINAS
-INAS TIFINATOd
AT1VIIOSTY

Fig. 28 : Caractéristiques du Si-HPMC

De par ses nombreuses caractéristiques favorables a une utilisation en ingénierie tissulaire (Fig. 28), il a fait
I’objet de recherches plus approfondies. Il a notamment présenté un potentiel en tant que trame pour une
amplification 3D et pour le transfert des chondrocytes en ingénierie tissulaire du cartilage.

IV. OPTIMISATION DES CARACTERISTIQUES

Pour optimiser un biomatériau, les chercheurs ont souvent recours a la fabrication d’un matériau
composite, comme vu précédemment. La création d’un matériel composite nano-fibreux, provenant d’une
association entre constituants de la MEC, polymére naturel ou synthétique, peut a 1’échelle physique, avoir une
influence sur la fonction biologique avec une composition biochimique similaire a I’environnement MEC, qui
interagit avec les cellules in vivo.
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En plus des associations de différents types de biomatériaux, des protéines ou des facteurs de croissance
ou encore des peptides peuvent étre attachés de fagon ionique ou covalente a la surface du biomatériau pour
augmenter 1’adhésion cellulaire et donc la quantité de tissu régénéré. En effet, des propriétés inductives peuvent
étre données au matériau en utilisant des méthodes d’incorporation de facteurs telles que 1’absorption,
I’emprisonnement ou encore la réticulation.

Néanmoins, malgré leurs nombreux avantages, les protéines ou les facteurs de croissance sont difficiles
a isoler et ont tendance a rapidement se dégrader. L’ introduction des peptides a permis de faire face a ces limites.
Ils peuvent entrainer les mémes réponses qu’une protéine tout en étant plus petits, moins cotliteux et moins sujets
a la dégradation. En outre, ils ont un grand potentiel de contréle de 1’activité biologique puisqu’ils comprennent
une séquence spécifique d’acides aminés RGD (66).
En effet, la conception de séquences sur les peptides, a permis entre autres, de contrdler leur hydrophobicité et
d’imiter les sections de protéines collagénes par exemple (laminine, sialoprotéine, ostéopontine, stathérine,
¢lastine, et ostéonectine) (13).

Contrairement au Sulfate de Calcium, le biomatériau qui semble étre le plus prospére concernant la
survie de cellules souches en régénération parodontale, est 1’échafaudage spongieux particulieérement issu du
collagéne.

En conclusion, la combinaison des signaux physiques, biochimiques et la topologie de surface a
1I’échelle nanométrique peuvent augmenter ou potentialiser I’adhésion, la prolifération et la différenciation
cellulaires, facilitant ainsi I’intégration tissulaire in vivo.

V. PROCEDES DE FABRICATION

La régénération tissulaire face a une maladie parodontale, impliquait, auparavant une greffe osseuse. Avec les
progrés récents en ingénierie tissulaire, différents types de matériaux injectables, de ciments, de céramiques, sont
désormais une alternative a la greffe.

Ils peuvent étre ensemencés de cellules souches autogeénes, leur fournissant une trame, leur permettant de
proliférer et se différencier. De plus, la régénération peut étre accélérée avec 1’utilisation de protéines de 1’émail
EMDOGAIN ou de facteurs de croissance comme PDGF, IGF PRP.

Les échafaudages les plus récents ont des propriétés trés satisfaisantes : sous forme injectable ou sous forme de
fibres nanométriques ils sont fonctionnels avec une biocompatibilité, un taux de résorption élevé et sont non
immunogenes.

Sur le plan clinique, permettre aux biomatériaux de réaliser une libération contrdlée en 3D ou 2 D (membrane),
est une nécessité. Aucune méthode de fabrication n’est idéale, toutefois, le procédé ne doit en aucun cas modifier
la biocompatibilité du matériau.

1. Echafaudage injectable

Le développement de nouveaux systémes injectables a ouvert de nouvelles possibilités a la médecine et en
particulier a I’ingénierie tissulaire. Ils proviennent de dérivés synthétiques ou naturels et ont de nombreuses
applications biomédicales.

Ces systemes possédent des avantages uniques par rapport aux approches traditionnelles, a savoir, une mise en
place sans chirurgie invasive, une facilité d’application, une capacité a localiser et concentrer les cellules au site
d’injection améliorant de ce fait, la rétention et la distribution cellulaires et plus important encore, 1’activation de
la prolifération et de la différenciation cellulaires (66).

1.1. Analyse comportementale cellulaire

Grace a la création, en micro-ingénierie, de plateformes capables d’activer la stimulation cellulaire, les
observations et les analyses ont permis de mieux comprendre le fonctionnement des cellules.

Il est essentiel de connaitre leurs comportements sur différentes formes de matériaux.
De nombreuses études quantitatives sur les cellules adhérentes aux gels dont 1’¢lasticité est équivalante aux
tissus, ont permis la compréhension du fonctionnement des cellules tissulaires en fonction de la dureté de la
matrice.
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Les cellules tissulaires, généralement pas viables en suspension dans un liquide, sont donc caractérisées
d’ancrage-dépendantes. L’ancrage dépend du besoin de la cellule a adhérer a un solide.

Une cellule tissulaire peut, non seulement, appliquer des forces mais ¢galement répondre a un stress mécanique
provenant de la matrice tissulaire ou d’un matériau synthétique, en modifiant 1’expression génique soit par une
réorganisation cytosquelettique soit par voie physico-chimique (phosphorylation de tyrosine) (72).

Drailleurs, il a été prouvé que la prolifération, la différenciation, et la mort cellulaires peuvent étre
contrdlées par des contraintes sur la zone de répartition cellulaire indiquant que les conséquences de ses
perturbations mécaniques jouent un réle important dans le destin cellulaire.

En effet, les cellules localisées dans des régions de haut stress, par exemple dans un coin ou en dehors
de blocs cellulaires 3D, forment plut6t des ostéocytes alors que des adipocytes se trouveront plutdt dans des
régions de faible stress. Ainsi les échafaudages linéaires élastiques seront préférés pour une régénération osseuse
et les trames non linéaires élastiques ou viscoélastiques seront, quant a elles, préférées pour une régénération des
tissu mous. Il sera donc plus facile a I’avenir de contrdler et de réguler les cellules souches (72).

Les échafaudages spongieux, majoritairement formés de collagene ou d’un polymeére absorbable, parviennent a
obtenir un bon taux de survie cellulaire mais ils manquent de force mécanique structurelle nécessaire au soutien
musculaire et tissulaire.

Cependant, si I’injection cellulaire in situ ne permet pas suffisamment de rétention cellulaire ou de contrdle sur
la localisation cellulaire, les échafaudages mous comme le gel ou 1I’éponge peuvent étre une alternative ; en effet,
leur efficacité en terme de maintien cellulaire a été confirmée par des recherches précliniques en régénération
parodontale (13,73).

1.2. Les hydrogels

Les hydrogels ont un réseau de réticulation 3D, composé de polyméres hydrophiliques avec une haute
teneur en eau. Ces matériaux hydratés subissent un gonflement osmotique, créé de maniére entropique par les
chaines polymériques et la réticulation chimique (66).

11 est possible de préparer une solution d’hydrogel a base d’alginate ou d’agarose, de chitosan, de
collagéne ou encore de cellulose en particulier Si-HPMC, d’y incorporer des cellules et d’initier la gélation en
changeant la température, le pH ou la concentration de 1’ion hydrogéne. De plus, cet état d’enflure facilite le
transport des nutriments en dedans et en dehors de 1’hydrogel.

Les hydrogels injectables biodégradables ont la capacité de se polymériser in situ, permettant une
encapsulation homogene et efficace de cellules ou de facteurs bioactifs dans des fluides injectables qui peuvent
étre introduits dans le corps avec des moyens faiblement invasifs avant de se solidifier sur le site désiré (51,73).

Par ailleurs, la fibrine est trés souvent utilisée de par sa biodégradabilité, le support qu’elle fournit lors
d’une infiltration et sa prolifération cellulaire. Sa rapidité de dégradation peut étre diminuée grace au polyéther
PEG.

L’alginate, également fréquemment utilisé comme hydrogel, microsphéres, microcapsules, éponges, mousses ou
encore fibres, présente 1’avantage d’étre hydrophile et soluble dans I’eau et de s’épaissir dans des conditions
neutres, essentielles a la formation d’un gel in situ.

Les hydrogels sont classés en gel covalent ou physique selon leur mécanisme de gélation (Fig. 32) :
interactions ioniques, gélation thermique, ou polymérisation de radicaux libres entre autres.

En présence de cations divalents, la simple gélation peut se produire quand les cations divalents
interagissent avec les blocs de monomeéres pour former des ponts ioniques

La gélation peut étre également obtenue simplement dés lors que la température est supérieure au Lower
Critical Solution Temperature (Fig. 29).

Chauffage
S

Refroidissement

Hydratation Déshydratation

Fig. 29: Schéma d’un polymere « temperature-dependent »

47



Des interactions ligand-récepteur spécifiques peuvent étre aussi employées pour réticuler les hydrogels
(Fig. 30). La stratégie est d’introduire des ligands (RDG séquence) dans le matériau pour favoriser 1’adhésion
cellulaire par liaison chimique. Une fois les cellules ajoutées, elles se dispersent dans la solution et les récepteurs
de la surface cellulaire peuvent se lier aux ligands du biomatériau modifié.

? ?
%N%

Polymere ligand cellule

Fig. 30 : Représentation schématique de la réticulation cellulaire

La polymérisation de radicaux libres consiste en un procédé de transformation d’un polymere linéaire
en un réseau de 3D polymérique, pouvant en contact direct avec les cellules et avec des initiateurs chimiques
appropriés, étre amené a un pH et a une température physiologiques (Fig. 31). Cela va permettre un meilleur
contrdle temporel et spatial du procédé de gélation. De plus, ce procédé de gélation douce permet aux cellules
d’étre encapsulées et de rester viables a I’intérieur de 1’hydrogel par une polymérisation radiculaire.

Polymérisation

Radiculaire

—_—> B

Polymere Polymeére modifié

Fig. 31 : Représentation schématique de la polymérisation radiculaire

Malheureusement, la plupart des hydrogels ne parviennent pas a atteindre un taux de survie cellulaire, n’assurent
pas de role de maintien d’espace, et présentent des propriétés mécaniques limitées liées a la dégradation.

Micelles de
HYDROGELS copolymeére a bloc
LIAISON CHIMIQUE/
LIAIgg‘l,“El;P;}(g{%UE/ IRREVERSIBLE
(covalente)
| |
I | I |
FORTE FAIBLE REACTION RETICULATION
MONOMERIQUE
I I
[ 1 I 1
Nodules vitreuses . - . iai
. | Liaison hydrogéne POLYMERISATION POLYMERISATION IRRADIATION HAUTH POLYMERISATION extLr'::‘sl‘l‘t'; ela
ex: élastomére ydrog PAR CONDENSATION]| PAR ADDITION ENERGIE RADICULAIRE o
thermoplastique chaine
: Réticulation ionique
M'lca';zgl);si:i“x l et hydrophobique Ex I_ Percolation critique Aléatoire
ex: gelée acide "{yal“r?mque- ex: gel polyesther ex: caoutchouc
+ 8 collagéne, gélatine

Double ou triple
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Fig. 32 : Différents procédés de fabrication d’'un hydrogel (73)
2. Echafaudages solides poreux

Les échafaudages poreux peuvent étre fabriqués a 1’aide d’un lessivage au sel ou avec un solvant organique, d’un
moussage au gaz ou encore d’une lyophilisation, le but étant de générer des structures aux pores interconnectés
dans des matrices 3D .Ces matériaux doivent permettre la protection de la substance biologiquement active ou
des cellules de 1I’environnement biologique.
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En fonction du site, ils sont confrontés a des environnements aux pH différents, qui affectent les propriétés
d’enflure, mécanique et de dégradation. Ces 2 derniers sont également influencés par le poids moléculaire.

2.1. Procédés de fabrication habituels

METHODE DE FABRICATION TECHNIQUE AVANTAGES INCONVENIENTS
FIBER BONDING Fibres de polymeres liées au -Procédé simple -Faibles propriétés
point d’intersection -Haute porosité avec un | mécaniques
bon ratio surface- -Peu de types de
volume polymeres
PROCEDE DE COULEE/ L’échafaudage solidifié contient | -Controle de : -Propriétés mécaniques

LEVISSAGE AU SEL

un matériau porogene qui est
¢liminé par lessivage

-la porosité

-la taille des pores

-la cristallinité
-Haute porosité

limitées
-Persistance du solvant
ou du matériau porogeéne

LAMINATION
MEMBRANAIRE

Des fines couches
d’échafaudages poreux liées a
la surface pour soutenir des
architectures aux structures plus
complexes

-Controle de :
-la macrogéométrie
-la taille des pores
-porosité

-Propriétés mécaniques
limitées

-Persistance de solvant
résiduel
-Interconnectivité
poreuse inadéquate

FUSION-MOULAGE

Le polymere et le porogéne sont
chauffés simultanément puis
refroidis dans un moule

Contréle de :
-la macrogéométrie
-la taille de pores

-Température inadéquate
pour 1’adjonction de
biomolécules

-la porosité
EXTRUSION Une membrane préfabriquée est | -Contrdle de : -Propriétés mécaniques
extrudée a travers I’embout puis -la taille de pores limitées
le porogeéne est lessivé -la porosité -Température inadéquate
-Macrogéométrie pour I’adjonction de
unique (forme biomolécules
tubulaire)
MOUSSAGE Le polymeére compressé est -Utilise des solvants -Propriétés mécaniques
traité avec un gaz sous haute biocompatibles limitées
pression -Controéle de la porosité | -Interconnectivité
-Possibilité d’incorporer | poreuse inadéquate
des biomolécules
LYOPHILISATION Le polymere et I’eau sont Bonne porosité et Taille de pores limitée
dissous, puis émulsifiés et interconnectivité
séchés par congélation pour poreuse
¢éliminer I’eau et le solvant
SEPARATION DE PHASES Le polymeére est dissous et -Haute porosité -Taille de pores limitée
fondu dans un solvant -Capacité d’intégrer des | -Persistance d’un solvant
organique puis solidifié avec un | biomolécules résiduel
nitrogene liquidel’ -Pas de contréle de la
microgéométrie
FABRICATION DE Elle peut étre formée par un -Bonne propriété -Persistance d’un solvant
CERAMIQUE procédé de coulée ou de fusion- | mécanique résiduel

moulage

-Controle de :
-la taille des pores
-la porosité

Fig. 33: Les techniques conventionnelles de fabrication des échafaudages poreux

Ces méthodes présentent leurs avantages et leurs inconvénients (Fig. 33), néanmoins la quéte du biomatériau
idéal implique ’association de 1’ingénierie tissulaire aux biotechnologies et permet la création de nouvelles

méthodes de fabrication (60).
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2.2. Nouvelles technologies de fabrication

Avec les progres récents en biosciences, les nouveaux procédés de fabrication de plus en plus performants voient
le jour. Ils permettent de se rapprocher de la production du biomatériau idéal (54). Néanmoins, ces procédés sont
toujours plus complexes et donc coliteux.

De plus ces biomatériaux doivent pouvoir assurer la survie des cellules avec lesquelles ils ont été ensemencés et
les procédés de fabrication doivent respecter ce critére (Fig. 36).

2.2.1. La technique d’électrofilage

Le principe de base consiste en un polymeére en phase liquide, pompé via une aiguille de diamétre spécifique.
Une tension trés élevée est appliquée entre 1’aiguille et une contre-électrode ou une plaque métallique (Fig. 34).
Lorsque la premiére goutte de polymeére sort de 1’aiguille, elle est immédiatement déformée par 2 forces
électriques : -la force liée au champ électrostatique

-la force de résistance a la déformation liée a la tension de surface du solide.
Une fois que la force du champ électrostatique est supérieure aux forces de tension de surface de la solution
polymérique, un jet de polymere tres fin est créé car le fluide s’étire. Attiré par la surface de collection, le jet de
polymeére devient plus fin encore suite a I’évaporation de solvant due a son impact sur la plaque réceptrice et
c’est alors que les fibres se forment.
Cette méthode permet une flexibilité et une facilité de contréle des caractéristiques de la structure et de la
fonctionnalité du biomatériau dans I’application de 1’ingénierie tissulaire.

E Nanofibres

Générateur — &
Plaque métallique
&

Fig. 34 : Représentation schématique d’un procédé d’électrofilage
2.2.2. Le prototypage rapide:

Technique trés utilisée en ingénierie tissulaire, la méthode de fabrication, contrdlée par ordinateur, est réalisée a
I’aide d’un modele 3D.

Le programme va permettre de construire un modele d’échafaudage 3D précis, couche par couche par la dépose
et la distribution cyclique de matériaux. De plus ils peuvent étre utilisés comme moules pour manufacturer des
mode¢les physiques de tissu, d’implants personnalisés et d’outils d’aide chirurgicale.

Les technologies de prototypage rapide qui existent sur le marché sont :

-une imprimante 3D (3DP) : combinée a la technique de lessivage au sel pour la fabrication d’un
échafaudage polymérique avec une trés bonne connexion inter-poreuse

-modélisation par dép6t de fil en fusion (FDM) : utilisation d’un matériel filamenteux thermoplastique
poussé entre 2 rouleaux a I’intérieur d’une extrudeuse chauffée électriquement. Le polymeére en semi-fusion est
déposé via un processus de couche par couche de direction X et Y sur une plateforme qui est abaissée en
direction Z, a chaque pose de couches, construisant le modeéle 3D requis.

-appareil de stéréolithographie : le polymeére liquide est déposé dans un bain et un laser UV est pointé
sur le haut du liquide et au moment ou la polymérisation débute, le faisceau de laser forme une premiére couche
de plastique solide juste sous la surface du bain (66).

Ce procédé de polymérisation au laser continue a produire des couches successives en calant le faisceau de laser
le long de I’extérieur du modéle et en remplissant 1’échantillon 2D jusqu'a ce que le modéle 3D soit fini.

La plateforme se suréléve en dehors du bain et le surplus de résine disparait lorsque le modéle est passé au four
pour éliminer les irrégularités.

-frittage sélectif au laser : basé sur le fait que 1’application d’une source de laser augmente la
température de la poudre, le frittage est mis en place juste en dehors de la valeur de température de transition
vitreuse. Ce procédé déclenche une fusion des particules et construit une masse solide pour que les couches
successives puissent se déposer dessus avec des nouvelles couches de poudre déposées par le rouleau.
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La poudre non exploitée dans la structure lui confére une grande porosité tout en maintenant une bonne intégrité

mécanique.

2.2.3. Le procédé de fluide super-critique

Un fluide supercritique correspond a n’importe quelle substance portée a une température et une pression
supérieure a son point critique thermodynamique (Fig. 35).
Tous les matériaux en phase liquide ou gazeuse possédent une température au dela de laquelle les densités du
liquide et de gaz deviennent égales et résultent en une phase unique. Le CO, largement utilisé dans cette

technique, peut dans cet état traverser les solides comme un gaz et les dissoudre.
Un liquide, peut de cette fagon se substituer a de nombreux solvants. Sa viscosité et sa densité, dépendantes de la
température et de la pression, peuvent étre trés précisément contrdlées.

—

Fig. 35 : Procédé de fluide supercritique schematisé

Bulles de CO,

METHODES DE FABRICATION

TECHNIQUES

AVANTAGES

INCONVENIENTS

Les fibres deviennent

Controle de :

-La taille des pores

Electrofilage ¢élastiques spontanément | -la taille des pores diminue avec
dans un échafaudage non | -porosité I’épaisseur des fibres
tissé -1’épaisseur des fibres -Propriétés
-la géométrie interne et | mécaniques limitées
externe
La fabrication utilise du | Excellent contréle de la | -Utilisation limitée de
Prototypage rapide stéréolithographie, porosité et de la polymeéres
frittage au laser, FDM ou | géométrie macro- et -Cott de
3DP micrométrique I’équipement
Le Co2 permet Controle de : -Cott

Fluide supercritique

I’obtention d’un matériau
poreux

-la taille des pores
-porosité
-substitut du solvant

-Procédé complexe

Polymérisation in situ

Les polymeres sont
polymérisés ou réticulés
en phase de post
implantation

-Injectable

-Contréle des
propriétés mécaniques
-Capacité
d’incorporation du
biomatériau

-Porosité limitée
-Utilisation de
monomeres et
d’agents de
réticulation

Fig. 36 : Caractéristiques des nouveaux procédés de fabrication
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PARTIE 3 : A L’AIDE DES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES

I. LES CELLULES SOUCHES

Dans le domaine de la dentisterie, des chercheurs ont constaté que les tissus oraux, en plus d’étre une
cible thérapeutique majeure, sont une source de cellules souches trés accessible (38).

Hautement prolifératrices et de grande plasticité, elles continuent de susciter beaucoup d’intérét clinique dans les
thérapeutiques d’ingénierie tissulaire. Elles offrent ainsi, un nouvel espoir aux patients.

Les études sur les cellules souches requiérent la présence de signaux morphogéniques comme les
facteurs bioactifs, ainsi qu’un échafaudage comme vu précédemment (28). Principalement réalisées sur modéles
animaux, ces études ont pour but de développer le concept de régénération orale et tissulaire dans 1’optique
d’une application clinique dentaire.

1. Classification

Selon les étapes du développement, les cellules souches principalement étudiées peuvent étre divisées
en cellules souches pluripotentes ou multipotentes.
Les « induced pluripotent stem cell » (IPSC), introduites récemment en ingénierie tissulaire, peuvent &tre
dérivées, entre autres, de la manipulation génétique d’une cellule somatique.

1.1. Les cellules souches pluripotentes

Les cellules souches feetales ou cellules germinales embryonnaires, pluripotentes, sont obtenues a partir
de feetus issus d’avortements et comprennent 2 types de cellules : somatiques et germinales.Méme si leur
génome instable les rend inutilisables cliniquement, elles permettent des recherches fondamentales en ingénierie
tissulaire (49).

Quant aux cellules souches embryonnaires, leur différenciation et leur prolifération constituent la base du
développement animal. Ce sont des progéniteurs nés de cellules indifférenciées totipotentes, qui se différencient
a leur tour en une variété de cellules des 3 couches germinales comme vu précédemment. Cependant ces cellules
provenant d’embryons posent des problémes éthiques, qui ne permettent pas d’application clinique.

Les fibroblastes dermiques humains sont souvent étudiés pour étre reprogrammés en cellules pluripotentes,
méme si les cellules souches adultes peuvent également étre de bons candidats (74).
1l existe 4 stratégies de reprogrammation (Fig. 37) :

-le transfert nucléaire aux ovocytes

-la fusion avec des cellules souches embryonnaires (ESC)

-la transduction de 4 facteurs

-a la suite d’une culture a long terme de certains types de cellules

Cellule

% somatique
Transfert Fusion

nucléaire | © Cellul_e
somatique

>O>
A
Ovocyte )
Cellule souche pluripotente

.

=
somatique
(Qusc
Transcription de facteurs ‘ BMSC
Embryon pathogénique

Fig. 37 : Diverses stratégies de reprogrammation en cellules pluripotentes (75)
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Récemment, la génération de cellules souches chimériques a pu étre constatée grace a la reprogrammation
spontanée d’une culture a long terme de BMSC, d’embryons pathogéniques ou de cellules germinales (GSC).
Chaque technique de reprogrammation posseéde ses avantages et ses limites (Fig. 38), il n’existe pas de procédé
idéal.

Nécessite des embryons | Etude clinique | Matériel chromosomique

ovocytes donneurs sur ’homme
Transfert nucléaire Oui Non Normal diploide ; sans transfert génique
Fusion avec ESC Oui Oui Tétraploide
IPSC Non Non Intégration rétrovirale
GSC Non Non Normal diploide ; sans transfert génique
ESC pathogénique Non Non Normal diploide ; sans transfert génique

Fig. 38 : Avantages et inconvénients des méthodes disponibles pour générer des cellules pluripotentes

La génération de cellules souches IP se fait par une transcription de facteurs par 1’intermédiaire de vecteurs
viraux. Quatre facteurs, Oct-3/4, Sox-2, KIf-4 et c-Myc, sont introduits dans des fibroblastes gingivaux d’une
souris adulte. Chaque facteur posséde un réle bien défini, 1’idée étant que Klf-4, Oct-3/4 et Sox-2 tentent de
limiter les effets entrainés par c-Myc (Fig. 39) (59).

Apoptose-senescence

Klf-4

C-Myc

Cellule somatique IMMORTALISATION Cellules tumorales

Oct-3 -4

Cellule Nullipotente ES-like

Sox-2

IPSC Pluripotente
Fig. 39 : Facteurs de transcription nécessaires a la génération IPSC

Les cellules souches pluripotentes sont immortelles et ont une structure chromatine ouverte et active.
Il est probable que c-Myc induise une apoptose ou une sénescence mais cela semble étre inhibé par Klf-4.
Oct3/4 change le devenir de la cellule, en cellule souche embryonnaire-like mais nullipotente. Enfin grace a
Sox2, la cellule devient pluripotente (59).

Malheureusement, moins de 1% des cellules ayant été incorporées avec les 4 génes sont devenus des

IPSC. Cela pourrait s’expliquer par 2 hypothéses (76) :

- les IPSC ne seraient pas dérivées des fibroblastes mais sont en fait issues de cellules souches
ou progénitrices qui coexistent parmi les fibroblastes.

- d’autres facteurs de transcription seraient nécessaires a la génération des IPSC et devraient
étre incorporés en plus des 4 déja requis.
Toutefois, ces cellules ont la morphologie et les propriétés de croissance des ESC ainsi que leurs marqueurs
géniques. De plus, elles maintiennent un bon caryotype avec la possibilité de se différencier en cellules des 3
couches germinales (77).
Néanmoins dans la perspective d’une application clinique, les vecteurs viraux doivent étre éliminés une fois la
cellule reprogrammée obtenue (78). Récemment, des IPSC ont été générées avec des fibroblastes gingivaux de
souris sans transduction de c-Myc ; c’est a dire avec seulement les 3 facteurs sans c-Myc oncogene (79).

Les tissus gingivaux facilement obtenus, peuvent donc étre reprogrammés en IPSC, source prometteuse de
cellules pluripotentes pour de futures applications cliniques. Mais face aux problémes de biosécurité, les IPSC
sont loin des études cliniques humaines car les méthodes actuelles ne correspondent pas au standard des « bons
procédés de fabrication » (20).
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1.2. Les cellules souches multipotentes

La différenciation des cellules souches adultes est un prérequis de la régénération et de la réparation des tissus et
des organes.

1.2.1. Dérivées de la moelle osseuse

1.2.1.1. BMSC de la créte iliaque :

Ce sont les plus utilisées et les plus documentées en dentisterie. Isolées de la moelle osseuse, la
procédure de prélévement est néanmoins invasive.
Plusieurs études ont constaté une influence du facteur age sur leur potentiel ostéogénique et donc sur leur
efficacité en formation osseuse (80,81).

De plus, la capacité d’expansion in vitro semble &tre limitée étant donné que les cellules ont tendance a
subir une sénescence et a perdre leur potentiel de multi-différenciation avec les passages et le temps de culture.

1.2.1.2. BMSC maxillo-faciaux :

Le prélévement osseux est obtenu lors d’interventions chirurgicales dentaires maxillaire ou
mandibulaire, comme 1’extraction de dents de sagesse, 1’élimination de kystes, ou I’ostéotomie orthodontique.
De plus, a I’inverse des cellules provenant de la créte iliaque, I’age semble avoir moins d’influence sur leur
potentiel ostéogénique (82).

Cela implique donc que les cellules souches ont des propriétés de régénération spécifique au site de
prélévement et a la niche présente dans la greffe.

1.2.1.3. Caractéristiques communes :

Parmi les plus étudiées des populations de cellules souches stromales mésenchymateuses, elles sont
décrites comme formant des «colony forming unit fibroblasts» in vitro. Dans des conditions in vitro
particuliéres, elles sont capables de différenciation ostéogénique, adipogénique, chondrogénique, myogénique et
neurogénique (81).

Cette capacité a former des amas clonogéniques est caractéristique des cellules souches somatiques
comme les cellules hématopoiétiques et définit leur capacité a s’auto-renouveler. Néanmoins, les BMSC sont
limitées a un doublage de population de 30 a 50 suivant I’expansion ex vivo (23).

Morphologiquement, les cellules dérivées de la moelle osseuse sont une population hétérogene
composée de progéniteurs ostéoblastiques, adipocytaires, fibroblastiques et jusqu’a 0,01% de cellules souches
(83). Ces cellules multipliées in vitro contiennent donc une population mixte de cellules, qui présentent
différents stades d’immaturité dans les voies de différenciation (84) ; de plus, seule une petite proportion de la
colonie peut permettre une régénération compléte in vivo.

L’hétérogénéité dans la morphologie des colonies, dans la croissance et la fonction cellulaires, confirme une
hiérarchie stromale avec une variabilité de potentiels de différenciation et de prolifération, ce qui rend d’autant
plus difficile I’obtention d’une empreinte phénotypique exacte.

Les BMMSC relachent des facteurs qui recrutent les cellules favorisant la cicatrisation (85). En effet,
dans un milieu de culture in vitro, BMSC augmente, la migration pour les macrophages et pour les kératinocytes
et les cellules endothéliales, a la fois la migration et la prolifération.

De plus, les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse peuvent réguler les réponses immunitaires
via des cellules du systéme immunitaire inné ou adaptatif :
-en régulant les lymphocytes T, les lymphocytes B, les lymphocytes NK, les cellules dendritiques, les
macrophages et I’activité immunitaire neutrophile
-en inhibant : - la prolifération, la maturation et la migration des lymphocytes B dues a la sécrétion de IL-6
- la production d’AC et d’ immunoglobulines
Mais les mécanismes exacts n’ont toujours pas été clairement établis (8).

1.2.2. Dérivées des tissus dentaires/oraux

Les limites a I’utilisation des BMSC, soit la morbidité du site de prélévement, la douleur post-opératoire
ou encore le faible nombre de cellules dans les échantillons, ont suscité le besoin de trouver de nouvelles sources
de cellules souches.

Les MSC ont été longtemps suspectées d’exister dans les tissus dentaires puisque les tissus parodontaux
ou la pulpe dentaire, pouvaient se régénérer ou former un tissu réparateur par un procédé naturel dans des
conditions environnementales adaptées (86).
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Deux populations ont été identifiées dans les tissus oraux, les cellules souches épithéliales et les cellules
souches mésenchymateuses.
Certains aspects des propriétés des cellules souches dentaires ont été comparés aux BMSC.

Ainsi les cellules souches mésenchymateuses d’origine dentaire seraient plus restreintes et donc plus
engagées dans leur potentiel de différenciation (8). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les tissus dentaires
soient spécialisés et ne subissent pas, a I’inverse de I’os par exemple, de remodelage continu.

Actuellement, les cellules souches dentaires ou leurs cellules progénitrices sont étudiées en ingénierie
tissulaire sur de grands animaux pour évaluer leurs potentiels dans des études précliniques. Une meilleure
compréhension biologique de ces cellules est essentielle pour tenter de comprendre leur efficacité thérapeutique
(85).

1.2.2.1. La pulpe dentaire DPSC

Quand les cellules pulpaires sont ensemencées sur une surface dentinaire implantée chez une souris
immuno-comprise, il se forme une couche de dentine réparatrice. On peut donc y supposer la présence de
cellules souches (59).

En 2000, des cellules souches ont été identifiées dans la pulpe dentaire (DPSC) de dents de sagesse incluses (26).
A l’issue de leur mise en culture in vitro, différentes densités cellulaires ont rapidement pu étre observées,
suggérant que chaque clone cellulaire pourrait avoir un taux de croissance différent comme pour les BMSC.

Elles sont principalement caractérisées par leur potentiel de différenciation odontoblastique.
Les cellules pulpaires chez I’homme peuvent, dans un milieu de culture adapté, se différencier en cellules de
phénotype odontoblastique caractérisées par des corps polarisés et une accumulation de nodules minéralisés (87).
En plus de leur potentiel odontogénique, elles possédent également, in vitro, un potentiel de
différenciation ostéogénique, adipogénique, chondrogénique, neurogénique et myogénique en exhibant
différentes morphologies avec les marqueurs géniques correspondants. En outre, plusieurs études (28,88)
montrent qu’elles peuvent garder leurs propriétés aprés cryopréservation.

La voie biochimique impliquée dans la différenciation des DPSC en cellules odontoblastes-like
fonctionnelles serait similaire a la voie de différenciation de BMSC en cellules ostéoblastes-like.
DPSC partagerait donc avec BMSC, un profil similaire d’expression protéique in vitro (84).
En effet, il a été trouvé plus de 400 génes communs entre DPSC et BMSC, excepté quelques génes comme pour
le collagéne XVII et 'IGF1 davantage exprimés chez DPSC.

La pulpe dentaire contient donc différents types de progéniteurs cellulaires qui se différencient selon
leur taux de prolifération, leur capacité d’auto-renouvellement et leur potentiel de différenciation (26).

1.2.2.2. La pulpe de dents temporaires SHED

Ultérieurement, des cellules souches ont été isolées de la pulpe des dents temporaires exfoliées (SHED)
(25). En présence des milieux de culture correspondants, elles possédent in vitro, un potentiel de différenciation
ostéogénique, adipogénique, odontogénique et neurologique (59).

Certains auteurs s’accordent a penser qu’elles ont également un potentiel ostéoinducteur in vivo, ce que
ne possederait pas DPSC. Méme si les SHED ne se différencient pas directement en ostéoblastes, elles induisent
une néoformation osseuse en formant une trame pour recruter les cellules ostéogénes de 1’hote. Ainsi le réle des
dents temporaires ne serait pas que de guider I’éruption mais aussi d’induire la formation osseuse lors de
1’éruption (89).

Récemment, les SHED ont été qualifiées de DPSC immatures puisqu’elles expriment des marqueurs de
ESC tels que Oct3 et Nanog. De plus, leur taux de prolifération est nettement supérieur a celui des DPSC lui
méme supérieur aux BMSC (90).

1.2.2.3. La papille apicale SCAP :

La papille apicale est un précurseur de la pulpe radiculaire ; une fois que la papille se transforme en
pulpe on se sait pas si SCAP devient DPSC ou si ces derniéres sont dérivées de cellules souches différentes, il
existe toutefois des différences entre SCAP et DPSC in vitro.
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SCAP et DPSC sont aussi puissantes en terme de différenciation ostéogénique, adipogénique,
neurogénique et chondrogénique (27). Cependant, les cellules dans la papille apicale proliférent plus que les
DPSC et expriment des taux plus faibles de marqueurs odontogéniques (DSP, MEPE, FGFR3) par rapport a
DPSC (91).

1.2.2.4. Le ligament alvéolo-dentaire PDLSC

La présence de multiples types de cellules dans le ligament alvéolo-dentaire (LAD) a longtemps
suggéré la présence de différentes cellules souches ou de cellules progénitrices au sein du ligament (28). En
effet, ces cellules auraient le potentiel de former des structures parodontales comme le cément, 1’os et le
ligament, aideraient & maintenir I’homéostasie et faciliteraient la régénération dans le tissu parodontal.

De plus, elles seraient engagées dans une lignée particulicre, soit ostéoblastique, soit fibroblastique ou encore
cémentaire. (92).

Des cellules souches ligamentaires ont depuis été isolées sur des dents extraites (28,93). Rapidement

définies de population multipotente clonogénique, ce sont des cellules souches mésenchymateuses.

Lors de I’embryogénése, le ligament est formé de cellules résidant dans le follicule mais il est
impossible d’affirmer si elles sont similaires au mésenchyme duquel sont dérivées les BMSC.
Néanmoins, il est intéressant de noter que le marqueur STRO-1 utilisé pour isoler les BMSC, est également
exprimé chez PDLSC et DPSC. De plus, PDLSC partage d’autres marqueurs communs avec BMSC comme le
marqueur périvasculaire CD146, I’actine alpha lisse ou encore 1’antigéne associé aux péricytes.
Mais ces 2 types de cellules souches sont loin d’étre identiques et se différencient par la présence entre autres de
scléraxis chez PDLSC, qui est un facteur de transcription spécifique au tendon, absent chez BMSC (90).

La teinte immunohistochimique et 1’analyse du western blot montre que les PDLSC cultivées in vitro,
expriment des marqueurs cémentoblastes et ostéoblastes : [CAM1, ITGB1, TERT (28,94).
En effet, elles exhibent des caractéristiques in vitro comparables aux BMSC a savoir chondrogénique,
adipogénique, neurogénique voire ostéogénique caractérisée par une augmentation de Ca, et d’oxyde Nitrique
dans le milieu de culture (95).

Le mécanisme exact du fonctionnement de leur pouvoir ostéogénique est encore mal connu.
Cependant, des preuves génétiques récentes ont confirmé I’implication de la voie de signalement Wnt dans
I’homéostasie osseuse (96).

Historiquement, le systéme de signalement intracellulaire des Wnt appartient a la famille des
glycoprotéines et joue un role dans I’embryogénése et I’homéostasie tissulaire a travers la régulation de la
prolifération, la différenciation et I’apoptose cellulaires.

Cette voie de signalement peut étre canonicale ou non canonicale/Ca, Wnt. Méme si ces 2 voies de signalement
partagent des éléments structurels communs, elles divergent dans leur effet biologique.

La voie canonicale permet I’entrée de la f-caténine dans le noyau et débute la transcription ; alors que la
voie de signalement non canonicale Wnt fonctionne par 1’intermédiaire du Ca, et permet entre autres le
remodelage squelletique et la migration cellulaire.

La B-caténine est un facteur de transcription, qui une fois phosphorylé, sera conjugué a 1’ubiquitine et
dégradé par une protéase.

A I’inverse 1’absence de phosphorylation de ce facteur, permettra son entrée dans le noyau ainsi qu’une
stimulation de 1’expression génique ; cette voie de stimulation des protéines Wnt est la voie canonicale ou
privilégiée (96).

Des chercheurs ont essayé de déterminer le réle spécifique de la B-caténine dans la différenciation
ostéogénique des PDLSC issues d’un milieu inflammatoire (96).
La B-caténine est exprimée de maniére plus importante chez les PDLSC provenant du milieu inflammatoire que
chez les PDLSC témoins. De plus, le microenvironnement inflammatoire semble inhiber le potentiel de
différenciation ostéogénique mais augmenter la prolifération des MSC.
L’activaction de B-caténine inhiberait donc la voie non canonicale entrainant une augmentation de la
prolifération mais également une réduction de la différenciation ostéogénique.
A I'inverse une diminition de B-caténine par DKK-1 (dickkopf related protein-1) activerait la voie non
canonicale Wnt et entrainerait la différenciation ostéogénique de PDLSC.

La B-caténine affecte donc les 2 voies de signalement et joue un réle central dans la régulation
ostéogénique et dans la différenciation des MSC en présence d’un environnement inflammatoire.
Au vu de I’'importance de Wnt dans la différenciation ostéogénique, les agents capables de modifier ces voies
seront d’une grande valeur quant a la régénération osseuse en milieu inflammatoire chronique (96).
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1.2.2.5. Le follicule dentaire DFSC :

Le follicule est essentiel dans la coordination de 1’éruption dentaire, il est fermement attaché a la surface
de la couronne par I’épithélium réduit de I’organe de I’émail. L’épaisseur du follicule peut atteindre 5,6 mm et
toujours maintenir une structure et une organisation normales (97).

Les cellules souches du follicule dentaire ont ét¢ identifiées dans le mésenchyme des dents de sagesse
au stade cloche (98). Les cellules du follicule exprimaient les marqueurs Notch-1 et Nestin suggérant la présence
de cellules indifférenciées.

Apres la mise en culture des cellules folliculaires, seul un faible nombre de cellules possédaient les
récepteurs Nestin et Notch-1 et étaient adhérents au plastique formant un amas de morphologie fibroblastique
typique (29).

Ce tissu posséde donc peu de cellules souches ou progénitrices mais elles ont in vitro une haute capacité de
prolifération et de différenciation, ostéoblastique, adipogénique, chrondrogénique et neurogénique.

1.2.3. Dérivées de la muqueuse orale

La muqueuse orale est composée :

-d’un épithélium stratifié¢ squameux,

-d’un tissu conjonctif sous-jacent consistant de la lamina propria, zone trés vascularisée,

-de la sous-muqueuse qui contient des glandes salivaires mineures, du tissu adipeux, des vaisseaux
neuro-vasculaires et des tissus lymphatiques.
Etant donné les différents tissus formant la muqueuse orale, il était logique d’y retrouver différents types de
cellules souches (99). Ainsi, I’épithélium gingival posséde une population de cellules souches adultes,
unipotentes, de type de kératinocytes. Celles-ci possédent une clonogénicité et une capacité de régénération de
mugqueuse orale ex vivo (100,101).

Récemment des chercheurs (43) ont constaté qu’une population multipotente de cellules souches
originaires de la créte neurale nommées Gingival Mucosa Stem Cell GMSC pouvait étre générée a partir de la
lamina propria.

Comme les BMSC, ces cellules souches pourraient se différencier en cellules de différentes lignées; elles
seraient multipotentes, clonogéniques, et posséderaient une capacité d’auto-renouvellement et de différenciation.

De plus, dans la lamina propria, ces cellules étaient positives aux facteurs de transcription des cellules
souches embryonaires.

En outre, indépendamment de 1’age du donneur, 95% de ces cellules expriment ces marqueurs, et de 40-60%
sont positifs pour Oct, Sox et Nanog (18).

GMSC posséde in vitro un potentiel ostéogénique, chondrogénique et adipogénique en fonction du
microenvironnement correspondant. En outre, GMSC a montré peu de changements liés a 1’inflammation en
terme de modification de son pouvoir ostéogénique in vitro et de formation osseuse in vivo (59,102).

1.2.4. Dérivées du périoste :

Histologiquement 2 couches distinctes forment le périoste :

-la couche externe : est formée majoritairement de fibroblastes mais également de fibres élastiques

-la couche interne : posséde des MSC, des cellules progénitrices ostéogéniques et fibroblastiques ainsi
que des micro-vaisseaux et des nerfs sympathiques.
La capacité ostéogénique du périoste avait été constatée en 1932 quand cette membrane formait, dans des
conditions appropriées in vitro, une MEC minéralisée.
Les cellules souches du périoste possédent un pouvoir de différenciation ostéogénique, adipocytaire et
chondrocytaire. En effet, lors d’une étude sur les cellules du périoste, les auteurs ont conclu a la présence de
cellules ostéogenes a grand potentiel de régénération (103).

1.2.5. Dérivées des glandes salivaires :

Des scientifiques ont isolé des cellules souches mésenchymateuses dans des glandes salivaires.
Cependant, il est possible qu’elles aient été extraites d’un tissu mésenchymateux plutét que d’un tissu
glandulaire. Ces cellules expriment les marqueurs des cellules souches mésenchymateuses et possédent, in vitro,
un potentiel de différenciation adipogénique, ostéogénique et chondrogénique (59).
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1.2.6. Dérivées du tissu adipeux ASC :

Le tissu adipeux est un réservoir abondant de cellules souches alors que 1’incidence des cellules souches dans la
moelle osseuse est estimée a 1 par 10° cellules’. Non seulement les ASC sont plus abondantes que les BMSC,
mais en plus 1’acquisition de tissu adipeux est moins coliteuse, moins invasive et disponible en grande quantité
(32,104).

ASC se comporte comme BMSC avec des marqueurs de surface similaires mais n’exprime pas le
marqueur STRO-1 (24).
Elles possédent un taux de prolifération plus élevé et sont donc capables de se différencier in vitro en cellules
ostéogéniques, en chondrocytes et en adipocytes (104).

2. Les procédés de culture in vitro

Les tissus dentaires sont souvent considérés comme des déchets médicaux, alors que, de par leur
disponibilité, ils sont une source précieuse de cellules souches. Néanmoins, ces cellules sont hétérogénes avec
des états variés de différenciation puisqu’ils comprennent de vraies cellules souches, des cellules progénitrices et
vraisemblablement des fibroblastes. 11 est donc nécessaire de les classer et de les purifier pour éviter des résultats
cliniques inattendus (Fig. 45) (89).

2.1. L’isolement

Lors de I’isolement des cellules, 3 principales considérations sont & prendre en compte : la pureté, la
récupération (nombre de cellules obtenues aprés séparation de 1’échantillon tissulaire) et la viabilité des cellules.
Ces 3 critéres peuvent étre utilisés comme unités de mesures et comptabilisés.

Les méthodes actuelles de séparation offrent un équilibre entre pureté et récupération.

11 existe néanmoins quelques prérequis : le colit et la connaissance détaillée de la biologie des

cellules, de ses récepteurs et des enzymes adéquats (105).

Les méthodes d’isolement sont basées sur 3 critéres : la densité, 1’adhérence et les anticorps (AC) (Fig. 40).

METHODES PRINCIPES AVANTAGES INCONVENIENTS
-Prélévement échantillon +
enzymes—> filtrage—> les -simple -durée du temps de laboratoire

ADHERENCE populations obtenues sont placées | -pas coliteux -applicable seulement s’il n’y a
en milieu de culture plastique pas nécessité de :
~les cellules stromales qui -purification cellulaire
adherent au plastique sont -isolement d’une sous-
récupérées population
-basé sur I'utilisation de la trés utile avec

DENSITE centrifugation I’utilisation de probléme de spécificité
-capacité a trier un grand nombre sang
de cellules basée sur leur densité
ASSOCIATION | -les cellules non voulues sont étiquetées avec les AC

DENSITE + AC

- forme des complexes avec les érythrocytes - centrifugation
-Aprées la centrifugation, des rosettes contiennent des cellules non ciblées, laissant les
cellules cibles purifiées dans la phase mononucléaire

FACS: -durée du temps de laboratoire
fluorescence | utilise la conjugaison d’étiquettes -colteux
activated cell fluorescentes aux AC -gold standard | -ne fonctionne pas si la cellule ne
sorting —>isolement posseéde pas de marqueurs

% MACS : cellulaire trés spécifiques (MSC et HSC)
magnetic utilise la conjugaison d’oxyde de purifiée - risque de 1ésion de la
activated cell Fer contenant des microbilles membrane donc de mort
sorting cellulaire si le marqueur est

intracellulaire

Fig. 40 : Techniques d’isolement cellulaire
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La technique initiale d’isolement était basée sur I’adhérence mais cela générait beaucoup d’hétérogénéité dans
les cellules souches mésenchymateuses. Il a donc été nécessaire de développer d’autres méthodes.

Pour isoler les cellules, FACS et MACS utilisent les mémes propriétés cellulaires a savoir la formation
d’anticorps contre des antigénes de surface cellulaire.

La séparation FACS est réalisée par une excitation au laser. Les cellules sont d’abord étiquetées par
un fluophore, puis sont canalisées de manicre a obtenir un flux continu de cellules individuelles. Ces cellules
sont ensuite excitées par I’intermédiaire d’un laser qui détermine la signature de chacune. Elles sont alors
classées au moyen d’un déflecteur, en fonction d’une valeur seuil qui permettra de les collecter ou non.

Alors que pour MACS, des cellules sont placées dans un champ magnétique ; les cellules étiquetées
sont retenues dans le champ jusqu’a ce qu’elles soient retirées de 1’aimant, permettant ainsi une séparation des
populations (105).

La technique FACS permet une analyse de chaque cellule ce qui n’est pas le cas pour MACS. Néanmoins FACS
est, de ce fait, plus lent.

Récemment, une nouvelle technologie « lab on a chip » a vu le jour. Cela fonctionne a 1’échelle
micro-fluidique et utilise une multitude de caractéristiques cellulaires pour isoler les différentes populations
cellulaires sans étiquetage. Ces techniques sont toujours en état d’expérimentation mais quelques exemples sont
basés sur I’utilisation de filtres micrométriques qui séparent les cellules en fonction de leur taille et de la
déformabilité de leur membrane.

Cette technologie comprend le FFF : field flow fractionning. Il peut étre utilisé pour séparer les
cellules en fonction de la largeur d’un canal micro-fluidique par une combinaison de flux parabolique dans le
canal et un champ externe comme un champ électrique ou un phénomene de gravité (Fig. 41).

Avec FFF, les particules qui sont affectées par le champ externe sont forcées plus prés du mur du canal qui
bouge plus lentement que le centre du canal qui lui contient des particules plus faiblement affectées.

La séparation cellulaire se produit par I’effet de la force exercée sur les cellules et de la vitesse de 1’élution basée
sur la localisation de cellules dans le canal micro-fluidique (105).

-basée sur la déformation ou I’¢lasticité de la membrane
ACOUSTOPHORESE -se produit quand un son de haute pression interagit avec les cellules.

-> Cette interaction entraine une déformation de membrane a différents degrés
basée sur la densité cellulaire des différentes parties du canal microfluidique
rendant la séparation possible

-entraine une séparation par différentes polarisations de particules dans un champ
DIELECTROPHORESE | électrique non uniforme

- Cet effet dipdle dépend de facteurs comme la taille et la contenance de
protéines et entraine une attraction ou une répulsion de la cellule par rapport a
1’¢lectrode.

Fig. 41 : Techniques du Field Flow Fractionning

Le choix de la méthode de séparation est basé sur la source cellulaire, sa pureté et les caractéristiques de la
cellule cible. La technique de I’adhérence sera de préférence utilisée si le critére majeur recherché est
I’adhérence cellulaire. Quant a la centrifugation, elle est utile en tant que phase préliminaire ou bien si un grand
nombre de cellules est nécessaire a I’étude. Les techniques « Lab on chip » restent pour I’instant a 1’état
d’expérimentation mais semblent trés prometteuses.

11 est important de rappeler que les matériaux influencent la biologie des cellules souches souvent de
maniére non intentionnelle. L’isolement et la croissance des cellules souches différeront en fonction du support
sur lesquelles elles se trouvent. Par exemple sur tissu rigide ou sur support de culture plastique, les cellules
souches ont tendance a promouvoir la prolifération des cellules riches en fibres stress actine myosine.

Une étude a démontré que des cellules souches mésenchymateuses mises en contact avec une surface
rigide par I’intermédiaire de couches adhésives et en présence d’un mélange de facteurs d’induction, formaient :

-une adipogeénése sur un petit il6t qui minimise le contact avec la matrice

-une ostéogenése sur une large ile qui maximise I’ancrage contractile (106).

59




2.2. La différenciation

Les procédés de différenciation des cellules souches ont été successivement démontrés in vitro en exposant des
cellules indifférenciées a une variété de microenvironnements et de conditions de culture tissulaire.
Pour observer une différenciation, on met les cellules en présence d’un milieu inducteur particulier.
La mise au point de ces systémes de culture et les analyses génétiques chez I’animal et ’homme ont mis en
évidence le potentiel de certains facteurs de transcription.

Globalement la différenciation pourrait se résumer en 3 étapes :
-détermination de la voie de différenciation

-prolifération

-arrét de prolifération et acquisition de potentiel

Les cultures in vitro se composent de facteurs de transcription, de facteurs extrinséques ainsi que d’inducteurs

(Fig. 42).

Différenciation adipocytaire

Différenciation ostéoblastique

Différenciation chondrocytaire

* Modification de conditions de
culture avec l'introduction
d'inducteurs: corticoides

« Facteurs de transcription:
* PPAR-y :peroxisome proliferator

activated receptor dont le ligand est
PG2

*LPL
« C/EBP

« Facteurs extrinséques:
* Régulateurs +:
+IGF1
* Glucocorticoide
* Insuline
* Inhibiteur:
* Superfamille de TGF-

* Modification de conditions de
culture avec l'introduction
d'inducteurs:

* Acide ascorbique

* Dexaméthasone

* Phosphate sous forme de B-
glycérophosphate

* Facteurs de transcription:
» Core binding-factor
* Ostérix

« Facteurs extrinséques:
* Régulateurs +:
* BMP
*FGF2
* VEGF
* PDGF
* Inhibiteur
* TNF-A

» Modification des conditions de
culture: MSC en micromasse sans
sérum avec l'introduction
d'inducteurs: TGF3, BMP

* Facteurs de transcription: génes
SRY-box (= Sox)

* Facteurs extrinséques

* FGF, IGF, BMP : induiraient la
prolifération des progéniteurs
chondrocytaires

« Peptide apparenté a la
parathormone : agirait sur les
cellules differenciées

« TGF : aurait un réle stimulateur
dans I'embryogénése et protecteur
face a un processus d'inflammation

* Wnt (famille de glycoprotéines):

* Wnt4 bloquerait l'initiation de la
différenciation mais accélérerait la
différenciation terminale

* Wnt Sa et 5b auraient le role
inverse

Fig. 42 : Milieux de culture inducteurs de différenciations adipocytaire, ostéoblastique et chondrocytaire

La différenciation ostéogénique in vitro est donc induite par I’intermédiaire de différents facteurs :

-Le dexaméthasone est un glucocorticoide. Associé a des suppléments ostéogéniques, c’est

I’inducteur ostéogénique des MSC le plus utilisé (29). Néanmoins son exposition a long terme a des effets

déléteres sur 1’os in vivo et résulte en une ostéoporose DEX-induite.

-La vitamine D3, combinée a des suppléments ostéogéniques, est utilisée pour la
différenciation ostéogénique. Le role de cette molécule in vivo est connu puisque son absence entraine une
hypocalcification de la dentine et de I’émail et donc une structure dentaire non minéralisée. Alors qu’a I’inverse,

sa surexpression cause une hypercémentose, des minéralisations pulpaires et une hypercalcification des tissus

dentaires (84).

La différenciation adipogénique s’accompagne a la fois d’un changement morphologique et d’une
activation de la transcription de nombreux génes.
Le géne PPAR (peroxisome proliferator actived receptor) qui s’exprime tot dans la différenciation adipocytaire
et le gene LPL qui encode pour la lipoprotéine lipase, un homodimeére aux 2 fonctions, I'une d’hydrolase
triglycéride et I’autre de facteur liant essentiel a I’assimilation des lipoprotéines par I’intermédiaire de

récepteurs.

En revanche, la différenciation s’effectue dans un sérum feetal bovin (FBS) ce qui entraine un risque de

transmission. Le FBS est un cocktail de différents facteurs nécessaires a 1’attache cellulaire, la croissance et le
métabolisme. Ce sera toujours une mixture mal définie de composants avec une variabilité qui dépend du lot.
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Les principaux inconvénients du FBS sont, le risque de transmission et la difficulté a maintenir les MSC en
culture car il contient des facteurs de croissance qui poussent les cellules a se différencier (107).

Le développement d’anticorps au FBS s’est déja produit et a entrainé la mort cellulaire aprés transplantation in
vivo. Ainsi, il est essentiel de développer un systéme de culture xéno-libre. L’utilisation de sérum allogéne
humain (HS) ou d’une culture sérum free (SF) résoudrait ce probléme (Fig. 43) (107) .

CULTURE FBS
-Chimiquement indéfini
-Risque d’'infection
-Variabilité en fonction du lot
-Conditions de culture incontrdlables

CULTURE HS
-Pas de dérivé animal
- Faible risque d’infection
-Chimiquement indéfini
-Variabilité selon le lot
-Conditions de culture incontrolables

SERUM FREE
-Pas de sérum
-Nécessite I'addition de facteurs de
croissance
-Chimiquement défini
-Pas de dérivé animal

Fig. 43 : Avantages d’un milieu sérum free

Une fois les cellules placées dans un milieu inducteur, il existe diverses méthodes et techniques pour évaluer les
différenciations éventuelles (Fig. 44).

* Flow cytometrie: permet d’analyser I’expression d’antigéne de la surface cellulaire

¢ Water Soluble Tetrazolium salt-1 est un test colorimétrique qui évalue la viabilité et la

prolifération cellulaires :

-basé sur le clivage de tétratozolium-sel par le succinate-réductase tetrazolium qui existe
dans la chaine respiratoire mitochondriale
-I’activité enzymatique entraine une production de teinte formazan, la quantité est
directement proportionnelle au nombre de cellules métaboliquement actives
¢ Coloration Alcaline-Phosphatase évalue la capacité de différenciation ostéogénique (phase
précoce d’induction exprimant ALP)
Le pouvoir ostéogénique est également évalué en fonction du nombre de cellules et des dépots de

calcium

¢ Coloration au bleu Alcian et Coloration au bleu Toliudine : basiques, ils identifient entre autres

les acides polysaccharides = différenciation chondrogénique
¢ Coloration OQil-O-red : révéle une différenciation adipogénique

¢ Coloration au bleu Trypan: évalue la viabilité des cellules en colorant les cellules mortes
* Bromodeooxyuridine (BrdU)
Nucléotide analogue a la thymidine = Utilisé pour détecter les cellules qui proliférent

dans les tissus vivants et par conséquent la viabilité cellulaire

Fig. 44 : Méthodes d’évaluation de différenciation

Prélevement du
tissu avec curette
ou lime
endodontique

Transfert dans
une boite a pétri
avec FBS

(. e
Filtrage pour n'avoir

qu'une seule

suspension cellulaire:

e diluer au tryptan bleu

Transfert dans
des tubes vortex
etincubation a

Le tissu est coupé
en petite taille
puis ajouté a des

enzymes 37° pendant 60
collagénase 1 et min puis
dipase centrifugation

pour évaluer la
viabilité
. e réaction en chaine de

Le milieu 1 lvmé

inducteur est a polymérase reverse

ajouté transcriptase pour

identifer I'expression
génique des lignées

e alazarin red pour

Fig. 45 : Exemple de prélevement de DPSC ou de SHED

caractériser des
nodules minéralisés,
une ostéogénése et
une odontogénese

Il est important de préciser que cette premiere étape (Fig. 45), n’est pas nécessaire si la racine n’a pas terminé de
s’édifier ou s’il y a une résorption sur la dent temporaire. De plus, les chercheurs considérent avoir obtenu une
colonie seulement si elle est composée de plus 50 cellules.

61




I1. INFLUENCE DES FACTEURS DE CROISSANCE EN REGENERATION
PARODONTALE

1. Les cellules souches et les facteurs de croissance

Les cellules souches sont apparues comme 1’élément clé des thérapies de médecines régénératrices
grace a leur capacité inhérente a se différencier en une variété de phénotypes cellulaires. Elles seraient donc une
source de nombreuses thérapies cellulaires potentielles visant a traiter une gamme de maladies dégénératives et
de Iésions traumatiques. Un récent changement de paradigme a émergé, suggérant que les effets bénéfiques des
cellules souches ne seraient pas restreints a la restauration cellulaire seule, mais également a leurs actions
paracrines passageres (85).

Les cellules souches sont capables de sécréter de puissantes combinaisons de facteurs trophiques qui
modulent la composition moléculaire de I’environnement entrainant des réponses des cellules résidantes (22).
En effet, les cellules souches contribuent activement a leur environnement en secrétant un large spectre de
chémokines, de facteurs de croissance et de molécules de la MEC qui agissent sur elles-mémes (autocrine) ou
sur les cellules environnantes (paracrine).

Le fait de sécréter des molécules de la matrice extracellulaire, permet d’assurer aux cellules un support
structurel et un ancrage. La MEC est également connue pour jouer un réle de colle entre les cellules ainsi que
pour réguler le comportement et les fonctions d’une variété de cellules.

Elle permet aussi de séquestrer les facteurs de croissance et se comporte comme un réservoir local (92).

Les interactions entre les chémokines et leurs récepteurs servent de médiateurs a la migration des MSC
jusqu’au site 1és¢. Néanmoins peu d’éléments sont disponibles sur le recrutement des MSC par les chémokines.
Elles appartiennent a une famille de cytokines chimiotactiques, sécrétées en partie par des cellules souches, qui
comprend plus de 50 protéines associées, divisées en 4 sous-familles.

Le SDF1 est un membre de CXC-chémokine et grace a I’activation d’un récepteur couplé a une G-protéine, il
joue un réle important dans la survie, la croissance et la migration de différents type de cellules.

Il agit comme un chimiotacteur pour les cellules progénitrices, les cellules souches hématopoiétiques et les
MSC, il favorise également leur prolifération. SDF1 est donc considéré comme ayant le potentiel de promouvoir
la régénération parodontale (108).

Ainsi, la présence de cellules souches d’origine exogéne au sein d’un biomatériau pourrait, entre autres,
stimuler un recrutement endogéne de cellules souches par I’intermédiaire de leurs sécrétions paracrines. Les
facteurs de croissance sécrétés par ces dernieres et ayant donc un réle dans la régénération parodontale seront
étudiés par la suite.

2. Description des différents facteurs de croissance

La majorité des thérapies de régénération parodontale actuelles comme la greffe osseuse, la GTR,
I’EMD et les thérapies liées aux facteurs de croissance dépendent des cellules souches endogénes qui existent
dans le tissu ligamentaire parodontal (92).

Néanmoins, avec 1’age, la formation de nodules calcifiés par les cellules ligamentaires augmente, la
prolifération est influencée négativement et le nombre total de cellules souches au sein du ligament a tendance a
diminuer. Il est donc important d’utiliser des cellules souches isolées, prélevées dans d’autres tissus qui peuvent
&tre transplantées dans le défaut parodontal. De plus, a I’avenir pour pallier les limites des thérapies de cellules
souches (Fig. 46), il faudra savoir les allier aux thérapies de facteurs de croissance pour espérer une régénération
parodontale efficace et optimisée (8).

Inconvénients de MSC

* Nombre insuffisant de cellules prélevées au site

* Risque de morbidité du site de prélévement

* Mort ou migration des cellules

* Viabilité faible au long terme

* Instabilité chromosomale

* Les qualités des MSC comme la prolifération, la différenciation, la domiciliation et la capacité
migratoire peuvent diminuer lors de I'expansion cellulaire in vitro.

Fig.46 : Limites a I utilisation clinique des MSC seules
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Les facteurs de croissance sont essentiels au développement, a la maturation, a la maintenance et a la réparation
des tissus craniofaciaux, lorsqu’ils établissent un environnement extracellulaire qui est conducteur pour les
cellules et la croissance tissulaire (109). Les facteurs de croissance qui ont un réle important dans la réparation et
régénération tissulaire seront décrits ci-dessous.

2.1. Bone morphogenic protein (BMP)

Les BMPs sont un groupe de glycoprotéines régulatrices qui sont membres de la superfamille TGF étudiée par

la suite.

Leur nom leur a été donné en 1965 par URIST, du fait de la présence de composants actifs dans 1’os

déminéralisé et dans des échantillons d’os, capables d’induire une formation néosseuse dans des sites ectopiques.
Au moins 7 BMPs ont été isolées de sources bovines et humaines, méme si le génome humain en

dénombre 20. Ce sont des molécules dimériques dont I’activité biologique dépend d’un lien disulfite

intermoléculaire (110).

BMP

* Mitogéniques de :
* MSSC, précuseurs ostéoblastiques, précurseurs chondrocytaires
* Induisent 1’expression du phénotype :
* ostéoblastique en augmentant 1’activité de la phosphatase alcaline (ALP) dans les cellules osseuses
* chondrocytaire dans le cadre d'une ossification endochondrale
*Régulent:
*I’attache cellulaire ancrage-dépendant (fibronectine)

« la différenciation ostéoblastique

*’activité ALP, la syntheése ostéocalcine/ minéralisation

« I'apoptose cellulaire
« Serait responsable de I’initiation de la cémentogénése et de la régulation de 1I’assemblage fonctionnel du LAD
*Role dans la morphogénése dentaire :

*BMP-2, -7, -4 sont exprimés dans 1’épithélium dentaire

* BMP-3, -7 sont exprimés dans le développement ligamentaire

* BMP-2 est exprimé lors de la morphogénése de la racine

* BMP-3 aurait un rdle dans la lignée cémentoblastique

Fig. 47 : Caractéristiques de BMP

A noter que BMP1 n’est pas un membre de la famille BMP mais une enzyme procollagéne-C-
protéinase.

Dans le domaine parodontal, les études se focalisent principalement sur BMP-2, -3 et -7.
11 sont produits par différents types cellulaires dont les ostéoblastes ; les allogreffes semblent également en
contenir un certain nombre. Son mécansime d’action sera étudié par la suite en comparaison a TGFp (Fig. 47).

BMP2 est un homodimeére 1ié par un disulfide et joue un réle clé¢ dans la migration des cellules souches
et la différenciation ostéoblastique. Il stimule la régénération cémentaire mais n’engendre pas de LAD
fonctionnel correctement orienté (108,111).
De fréquents effets secondaires tels que la résorption radiculaire ou I’ankylose sont le résultat d’une ostéogénése
trop rapide (110).

BMP7 est un modulateur puissant de la différenciation ostéogénique, favorisant donc 1’ostéogénese. 11
stimule 1’activité phosphatase alcaline de maniére « dose/temps dépendants » (112).

BMP12 posséderait un pouvoir de réparation du LAD in vitro et in vivo (113).
Une étude préliminaire démontre une faible formation d’os et de LAD mais avec un ligament plus orienté et plus
fonctionnel qu’avec les autres molécules de cette famille. Cependant ces résultats provenant d’une étude a faible
valeur, sont a considérer comme tels.

2.2. Platelet derived growth factor PDGF

PDGF est un des premiers facteurs de croissance a avoir été étudié pour ces effets sur la cicatrisation tissulaire, il
présente de grands pouvoirs de mitose et de chimiotactisme sur les cellules mésenchymateuses en culture
cellulaire. I1 est connu pour stimuler la réplication et favoriser la formation de tissus mous (Fig. 48) (110).
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C’est une molécule dimérique qui comprend 2 chaines de peptides, A et B. Jusqu’a maintenant seules 3
isoformes, AA, BB et AB ont été étudiées en régénération parodontale.

PDGF-BB

* Homodimere au grand pouvoir
* mitogene

* de chimiotactisme envers les cellules ligamentaires
* de biosynthése de la matrice extra-cellulaire
« Stimule:
* la formation de tissu conjonctif: il agit a un stade précoce de la réparation, en remplissant et en stabilisant la
plaie.

«la synthése des fibroblastes gingivaux: un prérequis pour la formation de larges agrégats de protéoglycanes
qui fournissent la trame nécessaire pour la MEC.

* Promoteur de I’angiogénése
Fig. 48 : Caractéristiques de PDGF-BB

Il est donc un puissant médiateur de la réparation tissulaire parodontale et de la régénération (114). Déja
disponible dans le commerce, PDGF-BB est utilisé pour le traitement de 1’ulcére.

2.3. Fibroblast growth factor FGF

FGF a été découvert en 1974 comme protéine qui induit une prolifération fibroblastique dans la glande pituitaire
d’une vache. Quelques années, plus tard 2 protéines avec des points isoélectriques acides et basiques différents
ont été identifiées : FGFa et FGFb (92).
En tout, 7 sous-familles a la structure similaire ont été identifiées, possédant chacune 2 ou 4 sous-familles.
Les récepteurs FGF sont des protéines de la membrane cellulaire a activité tyrosine-kinase. Quand
FGF2 se lie a un récepteur, la dimérisation et I’autophophorylation du récepteur activent les tyrosine-kinases.
Suite a cette activation, des résidus tyrosines sur le récepteur sont phosphorylés et la transmission au site du
signal est déclenchée par la liaison de protéines effectrices représentées par les tyrosines phosphorylées (92).
Des études sur une souris FGF2 knockout, ont démontré que celle-ci présentait des troubles cardio-
vasculaires, des anomalies squelettiques et nerveuses alors que la souris FGF1 knockout ne semblait présenter
aucun trouble notable (115-117).

FGF2

* Puissant mitogeéne des MSC
* Dans les phases précoces de la cicatrisation:

« il favorise la prolifération, la migration, la différenciation du ligament
«il diminue la différenciation cémentoblastique et ostéoblastique limitant la formation de tissu dur
* Dans les phases tardives de la cicatrisation :

«il contribue a la formation de la matrice extracellulaire et I’angiogénése, facilitant la formation de ligament
parodontal

*Role dans la morphogénése embryonnaire

Fig. 49 : Caracteéristiques de FGF2

Ainsi FGF2 exhibe un fort pouvoir angiogénique et mitogénique sur les MSC indifférenciées dans le ligament
(Fig. 49) (118).
La mise en culture de cellules ligamentaires parodontales avec FGF2 (92) a permis d’observer:

-une diminution de maniére dose-dépendante de 1’activité ALPase

-une diminution de la formation de nodules minéralisés.
Cela prouve qu’en inhibant la cytodifférenciation des cellules ligamentaires en cellules osseuses, FGF2 facilite la
prolifération des cellules ligamentaires tout en leur permettant de garder leur multipotence. A noter que, ces
effets d’inhibition sont réversibles.

Lors d’une étude sur des souris FGF2 knockout, les auteurs avaient observé une diminution du turn-
over osseux et émis I’hypothése que les BMSC se seraient différenciées dans une lignée adipocytaire.
Les FGF2 posséderaient donc un réle endogéne important dans la différenciation ostéoblastique. Et son
altération pourrait également contribuer a une formation osseuse endommagée avec une augmentation de graisse
caractéristique du vieillissement osseux (116).
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2.4. Transforming growth factorp TGFp

TGF

* Puissant promoteur de MEC
* Pouvoir mitogéne modeste

* Stimule :
*le collagéne type 1
«la biosynthese de fibronectine et d'ostéonectine
*la dépose de matrice osseuse

* Pouvoir de chimiotactisme

* Diminue la destruction de la matrice du tissu conjonctif en régulant a la baisse la synthése d'activateur de
métalloprotéinase et de plasminogéne

* Inhibe la formation d'ostéoclastes mais favorise la résorption osseuse par un mécanisme induit par la
prostaglandine

Fig. 50 : Caractéristiques de TGFf3

TGFP1 est la forme la plus abondante de la famille TGFp, présente majoritairement dans les plaquettes
et le tissu osseux. Malheureusement, il ne semble pas avoir de role bénéfique en régénération parodontale (112),
méme si d’autres recherches doivent étre faites pour pouvoir réellement juger de ses effets dans ce domaine. De
plus, TGFp peut contrdler positivement ou négativement 1’expression génique, rendant ainsi son utilisation
thérapeutique controversée.

La voie de signalisation de TGF s’effectue par I’intermédiaire des Smads.
Les ligands BMP et TGF sont apparentés respectivement, aux récepteurs BMP type I et II et aux récepteurs
TGEFB type I et II, qui fonctionnent comme des protéines kinases.
Le récepteur BMP type I de proteine kinase phosphorylent les substances de signalement intracellulaire smads-1,
-5et-8.
Les TGFB1 récepteur kinase phosphorylent smads -2 et -3. Les smads phosphorylés s’associent avec smads -4
pour former des complexes de signalement dans le cytosol qui entrent dans le noyau et initient la transcription de
cibles en aval.

Méme si les ligands BMP et TGFp ont des récépteurs distincts, ils agiraient en collaboration lors de la
morphogénése dentaire et lors de la formation osseuse (118).

2.5. Epidermal growth factor EGF

EGF

* Semble avoir tres peu d'effets sur:
*la prolifération des cellules ligamentaires
* leur mitogénése
*le chimiotactisme
*la synthése de la matrice ligamentaire

Fig. 51 : Caracteéristiques de EGF

Néanmoins, EGF et ses récepteurs ont été identifiés sur des fibroblastes ligamentaires chez le rat (119). Il a été
suggéré que R-EGF jouerait un réle de stabilisateur du phénotype fibroblastique.

Ce qui a été confirmé par d’autres études in vitro, la stimulation de R-EGF participerait & la maintenance des
cellules dans un état indifférencié alors que sa diminution serait liée a la différenciation des cellules en
ostéoblastes ou en cémentoblastes (Fig. 51) (120).
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2.6. Insulin like growth factor IGF

IGFI

* Synthétisé par les ostéoblastes, il jouerait un rdle autocrine dans la formation osseuse
« Il stimule :

* la mitogénése
«la biosynthése des matrices de cartilage, d'os, de tendon et de cellules musculaires

«la prolifération des cellules ostéoclastiques multinucléées

IGFII

* Le plus abondant facteur de croissance dans la matrice osseuse
* Produit par les ostéoblastes, il stimule la formation osseuse en induisant :

« la prolifération et la différenciation des cellules osseuses
« la biosynthese de collagéne type 1

Fig. 52 : Caractéristiques de IGF (110)

2.7. Facteurs liés au cément :

Le cément aurait le potentiel de promouvoir la régénération parodontale a travers des facteurs de croissance.
Leurs effets seraient modulés par des changements de voies de signalement en aval et dans 1’expression génique
(Fig. 53) (16,110).

Cementum derived growth factor

* Semble étre exclusivement retrouvé dans le cément
* Mitogene envers les fibroblastes ligamentaires et gingivaux
« 11 aurait la capacité de:

« promouvoir la migration et la croissance de cellules progénitrices présentes dans les structures adjacentes a la
matrice dentinaire

* participer a leur différenciation en cémentoblastes.

Cementoblastoma derived protein

» Hautement exprimée chez les cémentoblastes
* Elle pourrait réguler:
* leur différenciation
* la minéralisation de la matrice cémentaire
* Elle aurait un role dans la régénération de 1’os alvéolaire et du cément a partir de cellules non ostéogéniques

Fig. 53 : Caractéristiques des facteurs liés au cément

2.8. Growth differentiation factor-5 GDF-5

GDF-5

* Protéine morphogénique dérivée du cartilage
* Appartient a la superfamille de TGFf3

* Localisée dans le follicule, dans la racine en cours d’édification et dans les tissus parodontaux en formation
* Structurellement similaire 8 BMP
* Ce facteur de croissance induit donc la formation :

*d’os

«de cartilage

« de tissus ligamentaires

Fig. 54 : Caractéristiques de GDF-5
Lors de la formation radiculaire, nRNA-GDF-5 a ét¢ associé a la formation des fibres du ligament parodontal

ainsi qu’a I’insertion de ses fibres dans 1’os alvéolaire et le cément ; cela souligne son réle dans la mise en place
du ligament alvéolo-dentaire lors du développement de la dent (Fig. 54) (118).
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2.9. Platelet rich plasma PRP

PRP est utilisé depuis 1970 sur sujet humain pour ses propriétés de cicatrisation attribuées a ses hauts niveaux de
facteurs de croissance et de protéines sécrétrices. Le procédé de prélévement est simple : le sang prélevé chez le
patient est passé a la centrifugeuse pour séparer les cellules sanguines des plaquettes. Ces derniéres sont un type
de cellules sanguines, qui relachent des facteurs de croissance et qui participent a la cicatrisation (Fig. 55).

Le praticien n’a plus qu’a injecter la préparation dans la 1ésion (92).

PRP

* Source de molécules signalantes.
* Contient :

e une variété de facteurs de croissance: PDGF, TGF, ILG, FGF, EGF, VEGF
* des fibrinogenes qui sont scindés en fibrine pour accélerer la cicatrisation de la plaie

» Augmente le recrutement, la prolifération et la différenciation des cellules impliquées dans la régénération
tissulaire

Fig. 55 : Caractéristiques de PRP

2.10. Enamel matrix derivative EMD

EMD

« Extrait de la matrice d'émail porcine
*Elle est composée :

* d'amélogenine, protéine de la matrice de la GEH, qui joue un role dans la cémentogénése

« d'autres protéines de la matrice, de facteurs de croissance tels que BMP-2, -4 ,TGF-f ainsi que de molécules
toujours inconnues
*Régule :
«la prolifération, la migration, 'adhésion, I’expression génique et la production de cytokines, de pré-
ostéoblastes, de fibroblastes parodontaux et de fibroblastes gingivaux

* Des ¢études in vitro récentes ont tenté de recencer les activités biologiques de EMD essentielles a la régénération
parodontale a savoir:
«la stimulation du chimiotactisme, de la prolifération et de la différenciation des cémentoblastes, des
ostéoblastes et des cellules ligamentaires
*I'induction de I'angiogénese

Fig. 56 : Caractéristiques de EMD

De plus, EMD semblerait activer les DFSC vers un phénotype cémentaire in vitro car des marqueurs cémentaires
comme la protéine d’attache cémentaire ou P23 ont été identifiés (Fig. 56) (30).

Néanmoins, les effets de EMD sur les cellules orales malignes sont encore mal compris. EMD semble avoir de
larges effets régulateurs sur les cellules malignes et sur d’autres facteurs li€s au carcinome. Une étude suggére ne
pas traiter les patients avec des 1ésions muqueuses précancéreuses ou malignes avec EMD (14,92).

3. Les différentes méthodes d’application
3.1. Les thérapies géniques

La thérapie génique se définit comme une insertion de génes dans une cellule individuelle pour déclencher un
effet biologique particulier (6).

En régénération parodontale, la thérapie génique a pour but d’optimiser la libération d’agents dans le défaut pour
que les limitations associées a une application topique soient évitées.

Méme si les thérapies géniques ont été congues, a 1’origine, pour corriger de fagon permanente un seul géne face
a des désordres monogéniques, ils incluent maintenant des méthodes :

- de modification ou d’élimination des cellules malignes,

- de réduction ou d’inhibition de I’expression de geénes spécifiques associés a des pathologies spécifiques

- de modulation des défenses de 1’hote

- d’ingénierie d’organes malades ou de tissus pour modifier directement in vivo une population cellulaire
spécifique ou pour transplanter in vivo des cellules issues d’un donneur ou des cellules autologues préalablement
génétiquement modifiées ex vivo (121).
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Cette approche souligne donc le pouvoir de modifier génétiquement les cellules pour exprimer les facteurs de
croissance nécessaires a la régénération parodontale (112).

Ainsi des cellules souches et progénitrices ont été¢ génétiquement modifiées pour augmenter leur efficacité en
ingénierie tissulaire face a un environnement hostile et pour sécréter un nombre important de facteurs trophiques
(122).

En général, la libération génique peut étre réalisée a 1’aide de vecteurs viraux ou non-viraux.

3.1.1. Les méthodes non virales

Les méthodes non virales consistent a agir selon des méthodes chimiques ou encore a appliquer une force
physique afin d’augmenter la perméabilité membranaire. Celles-ci ne sont pas spécifiques a la cellule et ont
souvent été employées ex vivo. L’expression du vecteur contient le géne d’intérét qui peut étre délivré via une
varieté de techniques (Fig. 57).

METHODES PHYSIQUES METHODES CHIMIQUES

Canon a génes: / \

*'ADN couvert d'un métal lourd comme 1'or est injecté dans la
cellule « Les méthodes chimiques utilisent des composants naturels ou

synthétiques qui doivent libérer le géne dans la cellule.
* L'ADN doit étre de taille réduite pour :
Electroporation: « augmenter sa stabilité
» technique qui augmente la conductivité et la perméabilité de la * permettre l'endocytose

membrane cellulaire par I’application d’un courant externe pour « faciliter son transport jusqu'au noyau

permettre I'entrée d’un vecteur « favoriser sa libération sous forme active
 Assemblage par:

« interactions €lectrostatiques : grace a 'ADN chargé

Ultrasons (US): négativement, il se forme des nanocomplexes

* les microbulles créées par les ultra-sons augmentent I'expression « absorption : formation de micro- ou nano-sphéres
geénique biodégradables

. e}le;s df)nc sont modifiées avec un plasmide ADN avant « libération lipophilique:
l'injection » fonctionne par la fusion d’un ADN enchassé dans un

’ ~ lipide avec la membrane de la cellule cible

Hydrodynamisme: * pour optimiser cette technique, des véhicules de libération

« utilise I'hydrodynamisme créé par l'injection d'un large volume lipidique cationique interagissent avec la membrane
de solution d'ADN sous pression dans les vaisseaux sanguins cellulaire chargée négativement

« cela perméabilise 1'endothélium capillaire afin de permettre la

pénétration de I'ADN \ /
\ J

Fig. 57 : Méthodes de transfert génique

Ces méthodes non virales sont faciles d’utilisation, efficaces pour cibler les cellules et n’entrainent que de faibles
réponses immunitaires. Cependant, elles sont non spécifiques a la cellule et varient en efficacité selon la cellule
cible. De plus, elles sont limitées par la faible transduction génique et par un manque conséquent d’expression.

3.1.2. Les méthodes virales

Un vecteur est un transporteur qui en contournant les barriéres naturelles, permet I’intégration d’un ADN dans le
noyau cellulaire, il peut alors utiliser la machinerie cellulaire pour exprimer le géne exogene.

Les vecteurs viraux se composent de virus qui sont tranformés en véhicules de libération géniques en remplagant
une partie de leur génome avec un géne thérapeutique (123).

Les vecteurs les plus utilisés sont les rétrovirus, les lentivirus et les adénovirus (Fig. 58, Fig. 59, Fig. 60, Fig.
61).

Les vecteurs viraux sont rendus non pathogénes et peuvent étre employés ex vivo. Ils peuvent servir
également a infecter des cellules cibles spécifiques in situ ou dans 1’organisme hote. Malheureusement, 1’affinité
grandissante des virus pour des hétes spécifiques pose probléme puisque les systémes immunitaires ont coévolué
en mettant en place des mécanismes efficaces pour combattre 1’infection virale (123).

Toutefois, il y a eu des progreés considérables concernant la réduction de I’immunogénéité de nombreux virus.

Les vecteurs doivent :
-permettre la libération génique dans la cellule et le noyau
-fournir une protection a la dégradation génique c’est a dire une acidification de 1’endosome
-assurer la transcription génique dans les cellules
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——  Rétrovirus

* Description:

« ils présentent une enveloppe et contiennent 2 copies de génome RNA.

*le RNA viral posseéde 3 génes essentiels :

* Gag: encode des protéines capsidiques, la capside, la matrice et la nucléocapside
* Pol: encode des enzymes viraux : protéase, reverse transcriptase, intégrase
* Env: encode I’enveloppe glycoprotéique

« Création du retrovirus:

* ces 3 genes sont retirés pour créer de 1’espace pour 1’insertion du gene thérapeutique dans le
génome rétroviral

*néanmoins | lignée cellulaire d’encapsidation est indispensable pour créer des particules de
vecteurs. Celle-ci fournit les protéines virales nécessaires a la production de la capside et a la
maturation du virion. En effet, elle donc est créée pour exprimer les genes gag, pol et env.

» Méthode d'infection:

* pénétre par une interaction entre le récepteur de surface cellulaire et 1’enveloppe protéinique
virale

* lorsque le virus s’internalise, son brin de RNA se transforme en double brin d'ADN

* ce double brin d’ADN est libéré dans le nucléus et intégre le génome de I’hote.

* ’intégration de I’ADN viral dans le génome de 1’hote est médié par des "long terminal
repeat" (LTR) qui accompagnent les geénes viraux gag, pol et env.

* Caractéristiques:

« infection des cellules en division uniquement car les membranes cellulaires se scindent et sont
donc exclues d’application dans les tissus ou les divisions sont rares comme dans le cerveau par
exemple.

* Points négatifs

*la gamme d’hotes est tres large ce qui peut étre utile dans les approches ex vivo mais rend la

selection des cellules impossible

Fig. 58 : Description d’un retrovirus

Lentivirus

* Membre de la famille des rétrovirus
«[1s différent des rétrovirus par :
* leurs capacités :
+ 3 infecter la cellule qu’elle soit en division ou non puisqu’ils peuvent traverser une membrane
nucléaire intacte
* 2 libérer une quantité importante d'informations génétiques
* le fait de ne généralement pas entrainer de réponses immunitaires
* I'expression du gene d'intérét qui reste stable a long terme

Fig. 59 : Description d’un lentivirus
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L’adénovirus

* Description:
« virus non enveloppé qui contient un double brin d’ADN linéaire
* responsable des infections respiratoires ou intestinales

* Création du virus vecteur:

*le gene E1 nécessaire a la réplication est éliminé du virus, permettant ainsi 1’insertion du gene d’intérét
a l'aide d'un élément promoteur

* Méthode d'infection :

*l'entrée du virus implique les récepteurs CAR (Coxsakie and adenovirus receptor) des
glycosaminoglycanes transmembranaires qui permettent un changement de conformation et exposent
ainsi des motifs RGD qui interagissent avec les intégrines cellulaires: 'endocytose est initiée

+une fois absorbé, 1'adénovirus subit une décapsidation, I’ADN viral pénétre dans le noyau et y demeure
tel un épisome

* le géne d'intérét sera transcrit comme n’importe quel géne

* Caractéristiques

» grande efficicité de transduction

«il n’est pas répliqué lors de la division cellulaire et donc les cellules descendantes ne posséderont pas
ce gene

«il peut infecter des cellules sans pour autant qu’elles soient en division

+a I’inverse des rétrovirus, les adénovirus contiennent un génome ADN et ne s’intégrent pas dans le
génome de I’hote.

* Points négatifs

* e temps d’expression est court certainement 1i¢ a la réponse immunitaire causée par 1’adénovirus

« trés immunogene avec le risque de conversion d'un vecteur non réplicatif en virion type sauvage et
carcinogene

Fig. 60 : Caracteéristiques d’un adénovirus

——  Virus adénoassocié AAV

e C’est un petit virus avec 1 brin d’ADN non pathogene
* Création du vecteur viral:
*les genes viraux cap et rep sont éliminés pour permettre l'insertion du gene d'intérét
*la réplication de AAV nécessite la présence d'un virus "helper" (adénovirus) contenant les génes rep et
cap nécessaires a l'encapsidation, a la réplication et a l'intégration cellulaire
« en effet, grace a l'expression de ces génes 'ADN viral peut s'intégrer au chromosome 19
» Méthode d'infection:
* apres attachement a la membrane cellulaire et endocytose, le brin d'ADN est transloqué au noyau et
s'intégre au génome de 1'hote
* Caractéristiques:
* peut pénétrer dans des cellules en division
* a une capacité clonogénique limitée
* possede une faible immunogénéicité
* Points négatifs:
« difficulté de la manipulation génétique
« taille d'insertion faible

Fig. 61 : Caracteéristiques d’un virus adénoassocié

L’application topique de facteurs de croissance recombinants est une des méthodes les plus efficaces pour
stimuler les cellules souches endogénes et les cellules progénitrices.
Ces systémes de libération virale permettent une bonne transduction avec une expression génique et une
efficacité a long terme (123).
Néanmoins, ces approches sont limitées par :

-les vecteurs viraux avec leurs potentiels de toxicité, de troubles immunitaires, de réponses
inflammatoires et de risques pathogénes

-le risque de combinaison génique.



Chaque méthode posséde ses avantages et ses inconvénients et aucune ne posséde de propriétés idéales, c’est
pour cette raison que des systémes hybrides ont été créés offrant moins de risques liés au virus et une meilleure
transduction.

Récemment, des chercheurs ont réussi un transfert génique de PDGF dans des cémentoblastes (124). Ce
transfert génique stimulait davantage 1’activité des cémentoblastes que lors d’une application topique de PDGF.
Une autre étude a démontré que PDGF induit par adénovirus, stimulait la formation d’os alvéolaire, de cément
et de ligament dans les défauts parodontaux in vivo (16).

Par ailleurs, le transfert de géne viral de BMP a montré des résultats remarquables dans la régénération
osseuse. En effet, le transfert génique de BMP7-transduit dans des fibroblastes ex-vivo a généré de I’os
alvéolaire et du cément (22).

Cela suggére que cette technique peut procurer un niveau de facteurs de croissance constant, qui peut en
revanche, étre néfaste a la différenciation cellulaire ou a la cicatrisation de la 1ésion.

3.2. Libération des facteurs in situ

3.2.1. Les prérequis

La conception d’une libération appropriée de facteurs de croissance dépend de multiples facteurs :
-le facteur de croissance
-I’information quantitative et qualitative concernant sa distribution dans le tissu
-le microenvironnement du tissu cible.

L’action du facteur de croissance est généralement « concentration dépendante », une concentration
suffisamment importante permet un contréle du rayon d’activation des tissus environnants par le point source.
Néanmoins, une concentration excessive résulte en un effet toxique qui empéche une régénération et présente
des risques de biosécurité (13).

Malgré de nombreux modeles in vitro et in vivo, il est toujours tres difficile d’identifier la concentration
optimale d’un facteur de croissance en régénération parodontale. Cela s’explique en partie par la présence de
nombreuses variables impliquées dans la cicatrisation et par une gamme de facteurs parmi lesquels le
conditionnement radiculaire, la sur-occlusion, le sexe du patient, son age ou encore son éducation.

En effet, chacune de ces variables peut affecter le taux de facteurs de croissance responsables de I’ostéogénése
ou de la cémentogénese et en conséquence de la formation du LAD lors des phases précoces ou tardives de la
cicatrisation parodontale (125,126).

Il est donc indispensable de procéder a une évaluation minutieuse du concept de concentration optimale des
facteurs de croissance.

Par ailleurs, le fait d’établir des gradients de facteur de croissance permet d’améliorer leur efficacité, en
les incorporant au biomatériau, pour maintenir leur stabilité et contrdler leur libération cinétique.

Les gradients de facteurs de croissance jouent des réles clés dans la régénération tissulaire et le développement
biologique puisqu’ils fournissent un mécanisme par lequel les cellules regoivent des signaux directionnels et
spatiaux permettant une migration et une domiciliation cellulaire correcte ainsi qu’une reconstruction tissulaire
(122).

3.2.2. Immobilisation des facteurs de croissance

L’application locale de certains facteurs dans le défaut parodontal stimulerait la régénération. Malheureusement,
peu d’études en double aveugle ont été effectuées a ce jour.

Pour une libération directe de facteurs de croissance, il existe 2 types de stratégies en ingénierie
parodontale : une immobilisation de facteurs de croissance covalente ou non covalente (126).

La liaison non covalente des facteurs de croissance dans la matrice de transport peut étre de 3 types, soit par :
-encapsulation physique des facteurs de croissance (A),
-absorption des facteurs de croissance a la surface de la matrice (B),
-formation de complexes ioniques avec les matrices des polymeéres (C)
Mais ce type de liaison n’est pas efficace a cause des faibles quantités de protéines qui peuvent étre liées de cette
fagon et de leurs propriétés de libération qui sont imprévisibles (Fig. 62).

L’immobilisation covalente est une attache covalente de protéines a I’intérieur ou sur la matrice (D).

Ce type d’immobilisation sur un matériau transporteur peut éliminer le risque de libération brutale et s’avére
prometteur quant a une libération prolongée des facteurs de croissance, contrairement a une immobilisation
physique.
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L’immobilisation covalente est nécessaire dés lors que les molécules liantes sont incapables d’absorption a la
surface ou que les facteurs de croissance ont une absorption trop faible due a une non-conformité ou a une
orientation incorrecte.

En outre, cette approche présente des limites telles que la difficulté a déterminer sélectivement le site de
couplage spécifique sur la protéine conjuguée ou encore, avec ce type de liaison, le risque pour les protéines de
perdre leur bioactivité (126).

Facteurs de croissance

A
B
8
C o z‘
& 82
= " Y 2
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Echafaudage Incubation Immobilisation Libération >

Fig. 62 : lllustration schématique des méthodes d’immobilisation des facteurs de croissance et de leurs
mécanismes primaires de libération

3.2.3. Les différents profils de libération

Les mécanismes de relache des facteurs de croissance sont déterminés par leur type d’immobilisation (Fig. 62 et
Fig. 63).

A moins d’étre congue autrement (C), I’immobilisation non covalente devrait généralement suivre un
mécanisme contr6lé de diffusion ou d’enflure. Cela consiste en une phase initiale de libération brutale suivie
d’une libération plus lente par la matrice (A et B).

La libération contr6lée par diffusion et enflure est influencée par :

- la solubilité et le coefficient de diffusion des facteurs de croissance dans le milieu,

- le cloisonnage des facteurs de croissance entre le milieu et la matrice

- la distance entre le chargement des facteurs de croissance et leur diffusion (126)

En contraste, les protéines immobilisées de maniére covalente suivent un mécanisme de libération contrdlée :
-il permet un meilleur contrdle de la quantité et de la distribution des facteurs de croissance dans des
matrices solides
-il facilite 1’établissement d’un gradient (D) (13).
Ces facteurs liés chimiquement au transporteur, sont relachés par scission hydraulique ou enzymatique des liens
chimiques qui relient les facteurs a la matrice offrant la possibilité d’un mode de libération linéaire, pulsatile ou
lent (D) des protéines.
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Stratégies Profil de libération Modéles de libération

Incorporation : injection ou facteurs bioactifs
directement absorbés par le biomatériau

Libération brutale:
hydrogel, échafaudage
poreux

Concentration FC

> Temps

Immobilisation non covalente : Facteurs bioactifs
encapsulés dans des micro-sphéres de faible
réticulation (A, B)

Libération prolongée :
microsphéres,
nanoparticules

Concentration FC

) Temps
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Immobilisation covalente: les facteurs de Libération continue :
croissance sont réticulés chimiquement (D) £ collageéne, alginate gel
=
o
g
5 > Temps
Immobilisation covalente ou modification o Libération pulsatile :
chimique (D) g hydrogel intelligent,
s systéme de libération
8 on/off
s
S > Temps

Fig. 63: Profils de libération de facteurs de croissance

Méme si le moment ou a lieu la libération est important, la nature dynamique de la zone de cicatrisation rend
difficile I’obtention des cinétiques de libération désirées.

4. Les études des facteurs de croissance en régénération parodontale

Depuis plusieurs années, les études sur les facteurs de croissance en régénération parodontale se sont multipliées.
Nous avons, a titre d’illustration, sélectionné 5 d’entre elles, de puissance satisfaisante selon I’'HAS (Fig. 70),
elles seront exposées brievement.

4.1. Revue systémique d’EMD

Une révue systémique récente (127), a permis d’observer en moyenne, un an apres la mise en place d’EMD, une
réduction significative de la perte d’attache et de la profondeur des poches comparée au placebo ou au groupe
contrdle.

Néanmoins le haut degré d’hétérogénéicité observé lors de 1’étude, suggeére que ces résultats sont peut-étre
surestimés et doivent étre interprétés avec précaution. De plus, il n’y avait pas de différences cliniques majeures
entre GTR et EMD.
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4.2. Métanalyse de PDGF-BB

PDGEF est le premier facteur de croissance a avoir été évalué dans des pré-études cliniques en régénération
parodontale.

La prolifération et la migration cellulaires ainsi que la synthese de la matrice sont observées dans des
cultures de PDGF avec des cellules parodontales : cellules ligamentaires, fibroblastes, cémentoblastes,
préostéoblastes et ostéoblastes. Les activités de ce facteur sont « temps/dose dépendants ».

Il semblerait que dans des cultures de cellules ostéoblastes-like, 1’activité phosphatase alcaline et
ostéocalcine soient régulées a la baisse par PDGF (110).

De plus, PDGF-BB augmenterait in vivo, la formation d’os et de cartilage induit par la matrice osseuse
déminéralisée.

Cependant, il faut considérer ces résultats avec précaution. Des chercheurs ont donc tenté de faire le
point sur I’utilisation de PDGF en régénération parodontale en réalisant une méta-analyse (9).

critéres d’inclusion:

régénération parodontale comparant les facteurs de
croissance a un controle positif de n’importe quelle autre
technique de greffe ou d’augmentation chez ’homme Les critéres d’exclusion :

études qui utilisent une membrane en conjonction avec des pas de « comparative controls »

facteurs de croissance N .
pas de « controle passif »

études avec des parametres histologiques, radiologiques et
cliniques pour évaluer la cicatrisation des tissus durs et mous

études uniquement publiées en anglais

Fig. 64 : Critéres d’inclusion et d’exclusion de I’étude

Aprés une sélection précise d’études (Fig. 64), la méta-analyse démontre que 1’utilisation de rhPDGF dans des
sites intra-osseux ou furcations de classe II comparé au groupe contrdle ostéoconducteur fTCP :

-a entrainé un gain d’attache de 1 mm environ

-a entrainé un pourcentage de formation osseuse plus élevé (40%) environ

-a augmenté le taux de croissance osseuse de 2mm
L’utilisation de facteurs de croissance ne semble pas avoir d’effets secondaires supplémentaires en chirurgie
parodontale. La variation de cette étude a rendu la comparaison difficile et limite 1’utilisation des données.

4.3. Etude randomisée double aveugle de FGF2

Lors d’une étude randomisée en double aveugle, (118) des chercheurs ont tenté de comparer I’efficacité
d’un surfagage sous lambeau Widman a I’utilisation de FGF-2 dans des défauts de 2 ou 3 parois sur 253 patients
atteints de parodontite.

Ils ont pu observer que la densité osseuse était supérieure dans le groupe ou FGF-2 était associé au
surfagage avec lambeau d’acces par rapport a celui ou seul un surfagage sous lambeau avait été réalisé.
Néanmoins, aucune différence n’était visible en terme de gain d’attache.

4.4. Association de deux facteurs

En tenant compte de la complexité de la régénération parodontale, un facteur bioactif seul ne permettra peut étre
jamais d’obtenir une régénération parodontale (Fig. 65).

Basée sur la compréhension de la réparation tissulaire, la combinaison de facteurs de croissance peut
potentialiser 1’induction d’événements cellulaires et moléculaires en cicatrisation tissulaire.

Des études ont prouvé que les « cocktails » de facteurs de croissance peuvent parfois avoir des
propriétés additives et des effets synergiques sur la prolifération, la mobilité et la différenciation cellulaires.
Ainsi, via I’activité de diverses cellules in vitro et in vivo, ils entralnent une accélération et une augmentation de
régénération tissulaire.

PDGBB+IGF1  Incorporé dans du méthycellulose libération formation tissulaire dans le
simultanée défaut parodontal (128,129)
BMP2 + IGF1 Encapsulé dans des micropsheres  libération libération morcelée augmente
et introduit dans un hydrogel simultanée le comportement cellulaire in

vitro (130)

Fig. 65 : Exemples d’études cliniques impliquant deux facteurs de croissance en régénération parodontale
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PARTIE 4 : ANALYSE DE LA LITTERATURE SCIENTIFIQUE

Les études en régénération parodontale portent majoritairement sur le développement de moyens
capables de réparer les effets néfastes de la parodontite. Ainsi, avec le temps, les chirurgiens dentistes ont vu
s’intégrer a leur pratique clinique une variété de procédés chirurgicaux, de matériaux alloplastiques,
d’allogreffes, de xénogreffes, de facteurs de croissance ou encore de membranes barriéres (GTR).

Néanmoins, ces moyens présentent des limites et ne peuvent restaurer qu’une fraction du volume du
tissu original. En effet, les moyens de régénération actuels possédent, pour la majorité d’entre eux, une faible
capacité ostéoinductrice, et sont plutdt prisonniers d’un tissu conjonctif fibreux dense que résorbés et remplacés

par des néotissus.

Par conséquent, le besoin d’une approche régénératrice plus efficace a permis le développement de
procédés qui associent I’incorporation d’un nombre approprié de cellules souches mésenchymateuses au sein
d’une matrice extracellulaire ou d’un transporteur approprié et la présence de facteurs bioactifs produisant des

signaux régulateurs.

Le principe consiste donc a isoler des cellules mésenchymateuses, a les ensemencer au sein d’une
matrice et a les implanter dans un défaut parodontal. En outre, il est également possible d’utiliser les capacités in
situ des cellules résidentes du parodonte. Effectivement, malgré le réle des cellules exogénes délivrées, il est
avantageux de recruter en plus, des cellules endogénes par I’intermédiaire de facteurs de croissance ou de

facteurs trophiques.

Mieux que la réparation, le but ultime du parodontologiste serait d’obtenir une régénération parodontale
ad integrum. Les avancées récentes en ingénierie tissulaire, en particulier 1’isolement des MSC, la biologie des
facteurs de croissance et le développement de polyméres biodégradables ont favorisé la mise en place de
nombreux protocoles d’études de plus en plus pertinents dans 1’espoir de régénérer le parodonte.

Nous allons ainsi recueillir et analyser les différentes études cliniques concernant la régénération
parodontale a I’aide de cellules souches mésenchymateuses et de biomatériaux sur mod¢les humains ou

animaux.

I. Méthodologie de la stratégie de recherches documentaires

1. Recueil des données

La stratégie de recherches d’études cliniques a été réalisée par I’intermédiaire de bases de données

électroniques et de recherches manuelles (Fig. 66).

Electroniquement

Manuellement

a I’aide de Cochrane Database et Pubmed en utilisant
les mots clés suivants :
« stem cell » AND « periodontal » AND
« regeneration »
« stem cell » AND « Biomaterial » AND
« periodontal » AND « regeneration »
« stem cell » AND « periodontal » AND
« regeneration » AND « in vivo »

a I’aide de différentes revues :
-International Journal of Periodontics and
Restaurative Dentistry
-Journal of Clinical Periodontology
-Journal of Dental Research
-Journal of Periodontology Research
-Journal of Periodontology

Fig. 66 : Méthodes et outils de recherche

Suite a ces recherches, 454 articles au total ont été identifiés dont 438 électroniquement et 16 manuellement.

2. Sélection des articles

A l’issue de notre recherche, nous nous sommes trouvés face a une multitude d’articles dont la qualité n’était pas
toujours garantie. Il a donc été nécessaire de définir des critéres d’inclusion et d’exclusion de maniére a ne

garder que les études les plus pertinentes (Fig. 67).
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Critéres d’inclusion :
-études sur 1’utilisation de cellules

Critéres d’exclusion :
-utilisation de cellules souches
mésenchymateuses seules

souches mésenchymateuses avec un -utilisation de facteurs de croissance seuls

biomatériau . -études in vitro
Tno.mbfe de spécimens clairement -études in vivo sur modéles rongeurs
indique -études s’intéressant a la régénération

-mise en place in vivo
-évaluation histologique et radiologique
-études publiées en anglais

osseuse uniquement et non a la totalité du
parodonte
-études dont p>0.05

Fig. 67 : Critéeres d’inclusion et d’exclusion

Il est important de préciser que la valeur de p correspond a la probabilité que la survenue d’un résultat ne soit
due qu’au seul hasard. Ainsi, nous n’avons pas retenu les études dont les analyses montraient une valeur de
p>0.05.

Une fois les critéres définis, nous avons utilisé la méthodologie de sélection suivante (Fig.68) :

LECTURE DU TITRE NON
Ooul
REJET DE
LECTURE DU RESUME >
NON L’ARTICLE
Ooul
LECTURE DE LA TOTALITE DE L’ARTICLE

Fig. 68 : Méthodologie de sélection des études

Ainsi, les 454 articles ont été traités selon cette méthodologie de sélection (Fig.69) tout en prenant en compte les

critéres d’inclusion et d’exclusion préalablement définis.

454 articles identifiés suite aux
recherches électroniques et
manuelles

394 exclus apres lecture du titre
> | et/ou de I’abstract

60 articles sélectionnés 35 exclus aprés lecture compléte de
I’article :

-7 études concernant les facteurs de
croissance seuls ou la régénération
osseuse uniquement

- 2 études sur les cellules souches seules
> -14 études sur modeles rongeurs

-11 études in vitro uniquement

-1 étude ne précisant pas le nombre de

spécimens

v

25 articles inclus dans 1’étude

Fig. 69: Différentes étapes de sélection des études cliniques
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394 articles au total ont été exclus a I’issue d’une premiére élimination apres lecture du titre puis la
lecture de I’abstract a permis une deuxiéme élimination parmi les articles qui avaient été retenus.

Ainsi pour les 60 articles restants, la derniére sélection a consisté en la lecture compléte de chaque
article et a abouti a I’exclusion de 35 articles supplémentaires.

De ce fait, en tenant compte des critéres d’inclusion et d’exclusion, 25 articles au total, ont été
sélectionnés sur les 454 initialement identifiés.

3. Critéres d’évaluation pour I’analyse qualitative

Toutefois, avant de pouvoir analyser ces articles, il a été nécessaire de les classer en terme de valeur
scientifique. En effet, tout article scientifique doit faire 1’objet d’une lecture critique pour déterminer si ses
conclusions sont valables ou non.

Pour déterminer le grade de recommandations de chaque étude, il est nécessaire d’évaluer la pertinence
de I’article, la justesse des données et leur interprétation.

Ainsi, différents critéres devront étre pris en compte lors de la lecture de chaque article:
-L’objectif de 1’étude est-il clairement défini ?
-Quelle est la population source des sujets étudiés ?
-La taille de I’échantillon est-elle suffisante ?
-Existe-t-il des biais potentiels ?
-Le protocole proposé est-il adapté a 1’étude ?
-La durée de suivi est-elle suffisante ?
-Les résultats sont-ils présentés de fagon claire, détaillée et objective ?
-Les conclusions répondent-elles aux objectifs ?

Une fois les réponses a ses questions obtenues, nous avons a ’aide de la classification de I’HAS, adaptée du
score Sackett, déterminé le grade de recommandations de chaque étude (Fig. 70).

Niveau de preuves scientifiques fourni par la littérature Grade de recommandations
Niveau 1 : Preuve scientifique établie
-essais comparatifs randomisés de forte puissance A

-méta-analyses d’essais comparatifs randomisés
-analyse de discussion basée sur des études bien menées

Niveau 2 : Présomption scientifique
-essais comparatifs randomisés de faible puissance B

-études comparatives non randomisées bien menées
-études de cohorte

Niveau 3 :

-études cas-témoins

Niveau 4 : Faible niveau de preuve
-études comparatives comportant des biais importants C

-études rétrospectives
-séries de cas

Fig. 70 : Classification HAS selon le grade de recommandations
L’analyse qualitative représente 1’étape finale de la sélection des études retenues.
Elle permet de ne retenir que les études les plus pertinentes que ce soit par la crédibilité de la publication ou par

I’applicabilité des résultats. Cette étape est essentielle puisque la qualité de ces études garantit la qualité des
résultats exploités et donc de 1’analyse qui va suivre.

I1. ANALYSES DES ETUDES SELECTIONNEES

1. Classement des études selon le grade de recommandations
Chaque article sélectionné a été évalué selon les critéres d’analyse qualitative, dans 1’objectif de ne retenir que

les études de forte puissance pour réaliser une analyse rigoureuse des résultats. Celles-ci ont alors été classées en
fonction de leurs niveaux de preuves scientifiques (Fig. 71).
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Types d’études Etudes Niveau de Grades de
preuves recommandations
Etude expérimentale comparative controlée (131-133)
prospective randomisée simple aveugle de faible 2 B
puissance
Etude expérimentale comparative controlée (134,135) ) B
prospective NON randomisée bien menée
Etude expérimentale comparative controlée (136-142)
prospective randomisée simple aveugle comportant 4 C
des biais importants
Etude expérimentale comparative controlée (46,47,91,143-148)
prospective NON randomisée comportant des biais 4 C
importants
Séries de cas (149-152) 4 C

Fig. 71 : Hiérarchisation des différentes études

Nous pouvons donc constater que la majorité des études retenues sont des études expérimentales comparatives
contrdlées prospectives randomisées ou non, comportant des biais importants ; elles possédent donc le niveau de
preuves le plus faible selon ’HAS. Ce niveau global de faible puissance est confirmé par un classement chiffré
des études selon le grade de recommandations et montre une nette supériorité du nombre d’études de grade C
(Fig. 72).

Classement des études selon le grade
de recommandations

20 B Classement des études
— [ selon le grade de
0 recommandations
A B C

Fig. 72 : Classement des études selon leur grade de recommandations

En effet sur les 25 études sélectionnées, seules 5 sont de grade B et les 20 autres sont de grade C (Fig. 72).
Nous sommes, aujourd’hui, seulement au stade des balbutiements de 1’ingénierie tissulaire en régénération
parodontale, il est donc normal de ne trouver pour 1’instant aucune étude de grade A et peu d’études de grade B.

2. Analyse des résultats

Nous avons jugé bon d’identifier les études les plus pertinentes et d’analyser les différents résultats
obtenus afin de faciliter la tache du praticien, informé en permanence des avancées en matiére de recherche
scientifique.

Nous avons souhaité procéder a 1’analyse des résultats en incluant la totalité des études. Certes, nous
aurions pu baser notre analyse uniquement sur les 5 études de grade B mais notre but n’était pas de réaliser une
analyse de forte puissance mais plutot de recenser et d’analyser les études disponibles a I’heure actuelle.

Notre objectif est donc de faire le point sur les études disponibles en régénération parodontale a I’aide
de cellules souches mésenchymateuses et de biomatériaux (Fig. 81).

1.1. Généralités
A travers un tableau comparatif des études cliniques sélectionnées (Fig. 81), nous avons pu observer

une grande variété de combinaisons de cellules souches associées a divers biomatériaux. Cette hétérogénéité
significative dans les études doit susciter une certaine prudence dans I’interprétation globalisante des résultats.
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Nous avons débuté cette analyse par 1’étude du type de population, principalement d’origine animale.
En effet, les modéles d’expérimentation sont en majorité le chien et le cochon, confirmant ainsi la faible
puissance des études en régénération parodontale (Fig. 73).

Sujets Animaux
5%
20% -\ i Moutons
M Humains b 25%
\/ i Cochons
M Animaux
80% 70% . Chiens

Fig. 73 : Différents types de sujets parmi les études sélectionnées

11 est important de préciser que nous avons volontairement exclu les études sur les rongeurs a cause de la faible
ressemblance de leur physiopathologie avec celles des humains méme si ce sont d’excellents modeles de
protocoles préliminaires.

Par la suite, il nous a paru intéressant de les classer selon le type de cellules souches utilisées (Fig. 74)
puis selon le type de biomatériaux utilisés (Fig. 75).

Etudes Cliniques classées en fonction du type de cellules
souches mésenchymateuses

PDLSC ASC
+SCAP P POSC 4%
PDLSC vs C. cément 4% 4%
4% A\
PDLSC vs SHED “‘x\

4% ;
PDLSC vs BMSC vs /1;
C. périostée ‘
4%, C. périosteé V
8%

GSC
8%

Fig. 74 : Etudes cliniques classées en fonction du type de cellules souches mésenchymateuses

Ainsi, nous avons constaté que les cellules souches du ligament alvéolo-dentaire (LAD) étaient de loin
les plus étudiées représentant 40% du nombre total des études. Quant aux BMSC, qui sont pourtant les premicres
cellules souches a avoir été étudiées, elles ne représentent que 20% des recherches cliniques.

Les biomatériaux ont un réle tout aussi important que les cellules souches au sein de ces études. Plus
que de simples transporteurs, ils sont pour certains, capables de potentialiser 1’activité des cellules souches.
Dr’ailleurs, certaines de ces études ont recours a des associations de biomatériaux, comme HA/BTCP par
exemple, pour potentialiser les avantages ou contrecarrer les inconvénients de chacun.
Malgré tout, dans le cadre d’une régénération parodontale au moyen de cellules souches mésenchymateuses, le
collageéne est la matrice la plus utilisée (Fig. 75).
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Etudes cliniques classées en fonction du type de
biomatériaux utilisés

HA/TCP + gélatine _Gelatine HA  rcp

Acide hyaluronique 4% ‘\ 4% 4%

Carbonate de Ca

4% T
TCP + Collagéne
4% > HA/PRP
8%
Bio-oss
8%

Collagéne

3200 HA/TCP

12%

Fig. 75 : Etudes cliniques classées en fonction du type de biomatériaux utilisés

Les PDLSC étant les cellules souches les plus étudiées, nous avons réalisé un schéma illustrant les
différentes associations présentes dans les 14 études les concernant (Fig. 76). Tout comme dans la majorité des
études, le collagéne demeure la trame la plus utilisée en association avec PDLSC, suivi de HA/BTCP, qui lui est
plus fréquemment utilisé en pratique quotidienne.

Type de biomatériaux associés aux PDLSC

Gélatine
Ac hyaluronique
Carbonate de Ca

TCP + Collagene 4 Tvpe de bi i
b ype de biomatériaux
HA/TCP + Gélatine associés aux PDLSC
TCP |
HA/TCP |
Collagéne

I I
i i
0 1 2 3 4 5 6

Fig. 76 : Type de biomatériaux associés aux PDLSC

Ainsi, I’analyse générale des études cliniques a permis de constater que parmi les études
majoritairement animales, 1’association la plus fréquente est celle des PDLSC implantées sur une trame de
collagene.

Les BMSC, HA/BTCP et PRP figurent également dans une grande partie des études. La présence
récurrente des ces 2 biomatériaux pourrait s’expliquer par une volonté de la part des chercheurs de potentialiser
des techniques de régénération déja connues et utilisées par des praticiens.
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1.2. Analyse récapitulative selon le type de cellules souches mésenchymateuses

1.2.1. PDLSC

De nombreuses études ont été réalisées sur la capacité régénératrice de PDLSC. En effet, la majorité des
études soit 40% leur sont consacrées, dont une sur modéle humain. Néanmoins, les valeurs de ces études restent
de faible puissance avec seulement 3 études de grade B et 10 autres de grade C.

Feng et al. ont été les premiers a associer des cellules progénitrices du LAD a du carbonate de calcium
et a les transplanter dans un défaut intra-osseux chez 3 patients souffrant de parodontite chronique. Les résultats
trés prometteurs de cette étude, consistent en un gain d’attache clinique avec une baisse de profondeur des
poches ainsi qu’une amélioration des récessions sur une durée de 72 mois (149). Toutefois, ces résultats ne se
retrouvent que chez 2 patients. Le 3'°™ patient, lui, présente une dégradation clinique et radiologique. Méme si
les auteurs émettent des réserves concernant la faible taille de 1’échantillon, ils s’accordent tout de méme sur
I’efficacité prometteuse des cellules souches du LAD.

Depuis plusieurs années, les études animales sur les PDLSC se multiplient, Menicanin et al. ont
combiné des PDLSC autologues a une trame de gélatine recouverte de e-PTFE dans un défaut intra-osseux a 1
paroi chez 7 moutons. Ils ont obtenu une régénération tissulaire supérieure dans les groupes tests par rapport aux
groupes contrdles avec la formation de cément, d’os et de structures similaires aux fibres de Sharpey (134).

Tres fréquemment employé chez les praticiens, le biomatériau HA/BTCP posséde de nombreux
avantages en terme de régénération, il est donc évident que les chercheurs tentent de concevoir la combinaison
de ce biomatériau avec des cellules souches. Liu et al. ont pratiquement observé un retour ad integrum des tissus
parodontaux apres I’implantation de PDLSC autologues et HA/BTCP dans un défaut intra-osseux a 1 paroi sur
un échantillon de 12 cochons sur 12 semaines (135).

Drailleurs, ce n’est pas la seule fois que 1’on a constaté une régénération parodontale quasi-compléte,
Ding et al. ont présenté des résultats similaires en réalisant la méme combinaison de cellules souches et de
biomatériaux chez 15 cochons sur 12 semaines. De plus, ils ont conclu quant a I’efficacité quasi-identique des
cellules souches du LAD qu’elles soient autologues ou allogénes (131).

Par ailleurs, dans I’optique de faciliter le protocole pour un chirurgien dentiste dans sa pratique
quotidienne, les études se portent ¢galement sur les cellules du LAD sans chercher a isoler les PDLSC.

Qu’elles soient associées au collagéne, a du PGA, ou encore a de 1’acide Hyaluronique, puis implantées
dans des défauts intra-osseux a 1 ou 2 parois ou avec des atteintes de furcations classe II ou III, les différents
auteurs s’accordent a dire qu’une amélioration est notable en terme de largeur et d’épaisseur de 1’0s, du cément
et du ligament, lui méme composé d’une orientation correcte de fibres de Sharpey (46,47,139,141,142).

Toutefois, méme si la plupart des auteurs vantent les mérites et le potentiel des PDLSC, d’autres sont
plus mitigés sur la capacité de PDLSC a régénérer les 3 tissus composant le parodonte.
C’est le cas de Nakahara et al. : ils ont implanté des PDLSC autogeénes associées a une trame de collagéne
recouverte de e-PTFE dans un défaut intra-osseux a 1 paroi chez 6 chiens. Suite a 1’analyse
histomorphométrique a 8 semaines, la formation cémentaire était nettement plus importante chez les groupes
tests ; il n’y avait cependant aucune différence de formation osseuse entre les groupes tests et contréles (138).

En conclusion, méme si les résultats sont parfois contradictoires, la majorité se révele en faveur du
grand potentiel de PDLSC en régénération parodontale.

1.2.2. BMSC

Depuis plusieurs années, les BMSC ont fait 1’objet de nombreuses recherches. Plus employées sur
mod¢les animaux, il n’existe, a ce jour, qu’une étude réalisée sur I’homme, une personne atteinte de parodontite
chronique (151). Un défaut intra-osseux a 1 paroi aprés un surfacage sous lambeau, a été comblé par des BMSC
autologues et du PRP en gel. A 1 an, Yamada et al. ont pu observer une amélioration radiologique et clinique en
terme de profondeur de poche, de gain d’attache ainsi qu’une disparition de saignement et de mobilité dentaire.

L’association des BMSC au PRP n’est pas nouvelle, plusieurs études sur modeéle animal se sont
intéressées a cette combinaison.

Pieri et al. les ont associées a HA recouvert d’'une membrane de collagéne chez 8 cochons sur une durée
de 3 mois ; ils ont constaté de trés bonnes performances en terme de régénération osseuse en particulier (153).
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Toutefois, cette étude n’a pas été incluse dans notre tableau comparatif car son objectif concernait uniquement la
régénération osseuse (Fig. 67).

Simsek et al. ont d’ailleurs comparé cet alliage a I’os autogene dans un défaut de furcation de classe I1
sur modéle canin. Méme si la différence n’était pas sensible, le groupe BMSC associé a PRP se démarquait
néanmoins par une meilleure régénération tissulaire (148).

De fait, cette association présenterait un potentiel de régénération plus important que les méthodes actuellement
disponibles sur le marché.

Par ailleurs, des résultats trés prometteurs ont pu étre observés lorsque des BMSC ont été associées a
une trame de collagéne. Hasegawa et al. et Kawaguchi et al. ont indépendamment constaté, sur modéle canin
présentant un défaut avec atteinte de furcation de classe III, un recouvrement complet de la racine par un
néocément ainsi que la formation d’un néoligament séparant un os, qui lui, n’était pas totalement régénéré.
Méme si la régénération osseuse compléte n’a pu étre appréciée, la rapidité de génération cémentaire et
ligamentaire, respectivement de 4 et de 12 semaines, semble trés encourageante. De plus, aucune ankylose ni
résorption radiculaire n’ont pu étre constatées (143,145).

Les BMSC ont été largement étudiées en régénération parodontale, et ont prouvé leur capacité a étre
cryopréservées sans aucune altération, a favoriser la régénération osseuse, cémentaire et ligamentaire ainsi que la
néovascularisation (146). Elles présentent donc un avenir en ingénierie tissulaire.

1.2.3. DPSC

Les cellules souches de la pulpe dentaire ont fait I’objet de diverses études en régénération parodontale,
elles présentent toutefois des résultats divergents.

Le potentiel des DPSC a régénérer des défauts osseux a été étudié chez I’homme (57). Méme si cette
étude ne concerne pas la régénération parodontale dans son intégrité mais uniquement 1’aspect osseux, il est
important de I’évoquer puisque c’est I’'une des seules études de DPSC sur sujet humain. Son but était de traiter
les pertes osseuses associées a I’extraction dentaire. Les cellules souches préalablement prélevées, étaient
combinées a une éponge collagene et implantées dans 1’alvéole immédiatement apres 1’extraction. Les résultats
de I’étude se sont avérés encourageants avec une régénération osseuse autologue réussie. De méme, une étude
(154) réalisée sur modele canin pendant 8 semaines, conclut quant a leur capacité a favoriser une génération
osseuse et une néovascularisation.

A I’inverse, Khorsand et al. ont observé des résultats trés différents en implantant des DPSC autologues
associées a du Bio-Oss dans un défaut intra-osseux a 3 parois sur un échantillon de 10 chiens (137). Aprés
analyse histologique et histomorphométrique, le cément et le ligament générés étaient trés épais et nettement
plus importants dans le groupe test, mais la formation osseuse, quant a elle, semblait identique dans tous les
groupes.

Cette capacité osseuse limitée sera soutenue par Park et al. qui ont constaté peu de différences cliniques
et radiologiques entre la greffe des DPSC dans un défaut intra-osseux et le groupe témoin sans cellules souches
(155).

Malgré les résultats contradictoires, la majorité des chercheurs sont optimistes quant au potentiel que
présente DPSC dans la pratique clinique de demain.

1.2.4. SHED

A ce jour, il n’y a aucune publication décrivant les SHED dans le cadre de la régénération parodontale.
Jamais encore réalisée chez I’homme, leur capacité de régénération osseuse a été évaluée chez le cochon et le
chien. Ces publications n’ont donc pas été sélectionnées puisqu’elles concernaient la régénération osseuse
uniquement (Fig. 67). Cependant nous allons les citer dans le but d’illustrer la capacité régénératrice de SHED.

Zheng et al. ont implant¢ SHED avec BTCP dans un défaut intra-osseux para-symphysaire chez 16
cochons sur une durée de 24 semaines. Les résultats étaient plutdt encourageants puisque apres analyse
morphologique, histologique et radiologique le groupe comprenant les SHED présentait la formation osseuse la
plus importante (156).

Yamada et al., quant a eux, ont transplanté des SHED autologues avec PRP dans un défaut
mandibulaire sur mode¢le canin, ce qui a résulté en la formation d’os et le développement d’une
néovascularisation (154).

L’ensemble de ces études démontre que les SHED peuvent servir de sources alternatives en
régénération tissulaire.
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1.2.5. GMSC

L’efficacité d’une thérapie cellulaire a partir de fibroblastes autologues de la gencive, a été évaluée des
1995 par Feng et al, lorsqu’ils ont été greffés sur un transporteur HA chez I’homme. Suite a une parodontite
chronique, le patient présentait un défaut intra-osseux avec une atteinte de furcation de classe II en vestibulaire.
A 28 mois d’implantation, les chercheurs ont observé une réduction de la profondeur de poche, un gain d’attache
ainsi qu’une augmentation de densité osseuse (152).

Par la suite, des études confirmérent la présence de cellules souches dans le tissu gingival, validant donc
les résultats trouvés par Feng a I’époque (99).
Une quinzaine d’années plus tard, El-Sayed et al. ont associé des GMSC a du Bio-Oss recouvert d’une
membrane collagéne dans des défauts intra-osseux a une paroi chez 8 cochons sur 12 semaines. Comparées aux
groupes contrdles, les zones traitées avec GMSC ont obtenu de meilleurs résultats en terme de gain d’attache, de
diminution de profondeur de poche et de récession gingivale ; avec histologiquement une diminution de
I’épithélium long de jonction (132).

Méme si les résultats semblent encourageants, d’autres études devront étre réalisées avant de pouvoir
confirmer les capacités de GMSC en régénération parodontale.

1.2.6. SCAP

De plus en plus étudiées, les cellules souches SCAP ont été co-transplantées avec PDLSC sur une trame
de gélatine dans des alvéoles immédiatement aprées des extractions dentaires chez 6 cochons dans le but de
régénérer la racine et son parodonte (91). Sonoyama et son équipe ont réussi a obtenir, & 3 mois, une racine
dentaire avec son parodonte associé.

Toutefois, plus d’études de plus forte puissance doivent étre menées avant de pouvoir en tirer des
conclusions valides.

1.2.7. DFSC

Les cellules souches du follicule présentent un grand intérét clinique compte tenu, entre autres, des
extractions fréquentes de dents de sagesse considérées comme déchets médicaux. Cependant, aucune étude sur
les DFSC associées a un biomatériau en régénération parodontale n’a pu étre identifiée.

Néanmoins, une étude de Guo et al. a démontré le potentiel de DFSC en ingénierie tissulaire. Ils ont
implanté les DFSC sur une matrice dentinaire dans 3 microenvironnements différents chez le rat : dans la bourse
omentale, zone non minéralisée, dans le crane, zone hautement minéralisée et dans une alvéole dentaire. Les
DFSC ont formé dans la bourse omentale de la dentine, dans le crane, de 1’os et dans I’alvéole, un complexe
pulpo-dentinaire ainsi qu’un LAD ancré a une structure cément-like par des fibres de Sharpey (157). Il en a été
conclu que les DFSC possédaient un potentiel de régénération parodontale avec une capacité de différenciation
influencée par le microenvironnement.

1.2.8. Cellules souches périostées

Les cellules souches périostées ont récemment été décrites comme ayant un fort potentiel en
régénération parodontale.

En 2008, Yamamiya et al. ont mené une étude sur 30 patients souffrant de parodontite chronique, chez
lesquels des cellules périostées autologues associées a PRP et a HA ont été¢ implantées dans les défauts
parodontaux. Apres une période de 1 an, les résultats étaient satisfaisants cliniquement et radiologiquement. Ce
traitement a semble-t-il favorisé une régénération parodontale (133).

De méme sur un échantillon plus faible (3 hommes), Okuda et al. ont implanté cette méme combinaison
de cellules souches et biomatériaux dans des défauts intra-osseux de 1, 2 ou 3 parois. A 6 mois, ils ont pu
observer en moyenne, une réduction de la profondeur de poche de 6 mm ainsi qu’un gain d’attache de 4.3 mm
(150).

De plus, cette capacité régénératrice a été également décrite par Mizuno et al. qui ont obtenu une
régénération des tissus parodontaux aprés avoir implanté, chez le chien dans un défaut de furcation de classe III,
des cellules périostées autologues en cell sheets (158).

Ces études confirment donc le grand potentiel de ces cellules périostées hétérogénes sans méme qu’il
soit nécessaire d’isoler les cellules souches au préalable.
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1.2.9. ASC

Le tissu adipeux est trés complexe et est composé entre autre d’adipocytes matures, de pré-adipocytes,
de fibroblastes, et de cellules souches adipocytaires. Des études récentes ont montré que le tissu adipeux sous-
cutané fournit un grand nombre de cellules souches. En effet, ce tissu possede le pourcentage le plus élevé de
cellules souches dans le corps avec 5000 ASC/g de tissu adipeux (159). En conséquence, leur utilisation en
régénération parodontale apparait trés attrayante.

En 2013, Tobita et al. ont implanté des ASC avec PRP dans des défauts parodontaux sur modéles canins
(144). A 2 mois, les analyses morphométrique, histologique, immunohistologique et radiologique confirment une
formation néo-osseuse, cémentaire ainsi qu’une structure ligamentaire-like supérieures dans le groupe test.

Cette méme équipe avait, quelques années auparavant, réalisé une étude similaire mais sur des rongeurs
avec des résultats trés satisfaisants. Cette nouvelle étude confirme donc le potentiel des ASC. Il a également été
observé qu’en présence de PRP, il n’y avait aucune prolifération excessive de gencive ; de ce fait PRP inhiberait
la prolifération gingivale en relachant des facteurs de croissance (159).

1.3. Analyse comparative des cellules souches mésenchymateuses :

1.3.1. Selon leur capacité régénératrice

Plut6t que d’évaluer leur performance individuellement, certaines études ont cherché, dans le cadre
d’une régénération parodontale, a comparer les cellules souches mésenchymateuses entre elles (Fig.77).

A ce jour, les PDLSC sont non seulement les cellules souches mésenchymateuses les plus utilisées en
études cliniques, mais semble également présenter le plus grand potentiel de régénération. En effet, Park et al. en
comparant PDLSC, DPSC et DFSC ont constaté la capacité régénératrice supérieure des PDLSC (155).

Par ailleurs, dans plusieurs mod¢les d’expérimentation, BMSC a fait également preuve d’une grande
capacité de régénération parodontale (143,145,151). Toutefois, suite a une étude sur des rongeurs, Yu et al.
rapportent que son potentiel régénérateur serait inférieur a celui de PDLSC (160).

Toutefois certains auteurs tirent des conclusions plus mitigées, en particulier, Tsumanama et al. apres
avoir implanté respectivement des cellules du LAD, des cellules périostées et des BMSC sur une trame de
BTCP/collageéne, le tout recouvert d’'une membrane PGA dans un défaut parodontal sur mode¢le canin. A 8
semaines, grace a I’analyse histologique et morphométrique, ils remarquérent que le groupe LAD possédait
I’épaisseur de cément la plus importante et une formation ligamentaire nettement supérieure. Cependant, ils
n’observérent aucune différence de formation osseuse entres les groupes tests (147). Ils ont donc conclu que
PDLSC était supérieur uniquement en termes de régénération cémentaire et ligamentaire.

A l'inverse, plusieurs études ne révélent aucune différence de potentiel parmi les différentes cellules souches
mésenchymateuses (136,140,154,160,161).

Kim et al. ont comparé les capacités de régénération osseuse de PDLSC et BMSC, et n’ont pas observé
de différence majeure. De méme, Fu et al. ne constatent aucune différence notable entre PDLSC et SHED, ni
Nunez et al. entre PDLSC et les cellules périostées. Enfin, 1’équipe de Yamada a réalisé une étude sur modele
canin et n’a également trouvé aucune différence clinique, radiologique ou histomorphométrique entre les
groupes BMSC, DPSC et SHED (154).

Etude Potentiel en régénération Potentiel en régénération Etude
parodontale parodontale

(136) PDLSC = SHED

(154) | BMSC =DPSC = SHED <==> PDLSC>DPSC>DFSC (155)

(161) PDLSC =BMSC <==> PDLSC>BMSC (160)

(140) PDLSC = C. cémentaires <==> PDL>BMSC>C. périostées (147)

Fig. 77 : Variations des résultats selon les études cliniques
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1.3.2. Selon leurs limites

Face a la démocratisation des cellules souches, les scientifiques se trouvent confrontés aux limites de
leurs utilisations (Fig. 78).

Les PDLSC sont de loin les cellules souches les plus utilisées et sont de bons candidats dans le cadre
d’une régénération parodontale. Néanmoins, leur utilisation est limitée puisque leur prélévement se réalise suite
a une extraction dentaire, qui n’est pas nécessaire dans tous les cas cliniques.

Les 2 autres sources principales de cellules souches mésenchymateuses sont la moelle osseuse et le tissu
adipeux. Ces cellules sont immuno-phénotypiquement et morphologiquement identiques a PDLSC.

De méme, une des limites majeures a 1’utilisation de BMSC est sa méthode de prélévement ; soit la
nécessité d’une hospitalisation avec une intervention longue et douloureuse associée a un risque de morbidité du

site. De ce fait, son avenir en ingénierie tissulaire semblerait compromis.

Cependant, pour les ASC, le procédé de chirurgie est facile et reproductible et les procédés d’isolement
enzymatique sont simples. De plus, le fait de pouvoir étre prélevé en grand nombre et de posséder 100 fois plus
de MSC que la moelle osseuse, rend le tissu adipeux attractif en tant que source alternative de MSC. Toutefois,
comparées aux BMSC ou aux cellules souches mésenchymateuses orales, elles présentent une capacité réduite a
se différencier en os ou en cartilage (162).

Et enfin, comparées en particulier a PDLSC et a BMSC, les cellules périostées sont supérieures en
terme d’abondance, mais elles présentent un plus faible potentiel de différenciation et un temps de culture plus

long.

Type de cellule | Avantages Inconvénients

souche

PDLSC -La plus grande capacité de régénération parodontale -Nécessite une avulsion dentaire
-Stabilité aprés cryopréservation -procédés d’isolement complexes

BMSC -Grande capacité en régénération parodontale -Temps de prélévement

-Stabilité aprés cryopréservation
-Plus grand recul clinique

-Hospitalisation nécessaire
-Risque de morbidité du site
-Douleurs post-opératoires

C. périostée

-Prélévement aisé
-Capacité de différenciation favorable

-Temps de culture

ASC -Les plus abondantes -Différenciation limitée in vitro et
-Prélévement facile et reproductible in vivo
GSC -Intérét majeur en ingénierie tissulaire souvent -Prolifération limitée in vitro

considéré comme déchet médical
-préléevement facile
-grand pouvoir immuno-modulateur

Fig. 78 : Avantages et inconvénients des différents types cellules souches mésenchymateuses

III. Les challenges en régénération parodontale:

La régénération d’un parodonte sain est la stratégie thérapeutique la plus prometteuse face a un patient
atteint de parodontite chronique. Les avancées récentes en biotechnologie ont encouragé les chercheurs a
explorer le potentiel d’une régénération parodontale ad integrum. Ainsi des complexes parodontaux ont été
générés sur modele animal a partir de cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse, issues de la moelle
osseuse ou encore d’origine dentaire.

Cependant si I’on tient compte de la complexité des structures chez I’homme, les reproduire avec les
moyens actuels semble compromis. En effet, avant que la régénération parodontale ad integrum devienne une
réalité clinique, les chercheurs devront relever divers challenges (Fig. 80) qu’ils soient biologiques, techniques

ou cliniques.

1. Challenge biologique

1.1. La source cellulaire

Le type de cellules utilisées influencera nettement la prédictibilité des résultats cliniques. Chaque tissu a
ses propres caractéristiques biologiques et malgré des marqueurs identiques, les cellules souches
mésenchymateuses provenant de sources tissulaires différentes sont influencées par leur environnement
d’origine et pourraient éventuellement étre déja engagées dans une voie de différenciation spécifique (162).
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En effet, le microenvironnement local et le tissu environnant sont des facteurs importants qui
influencent le destin cellulaire de n’importe quelle cellule. De plus, il faudra également prendre en considération
la provenance des MSC a savoir autologues, allogénes ou encore xénogénes.

1.2. Différents modeles expérimentaux

Il existe de nombreux modéles d’expérimentation parmi les études sélectionnées (Fig. 79). Cependant,

ces modeles sont majoritairement incapables de reproduire des caractéristiques fondamentales retrouvées chez
I’homme, telles que 1’émergence spontanée de la maladie, la part génétique ou encore les facteurs de risques ;
alors que celles-ci sont essentielles pour reproduire un modele le plus semblable possible a ’homme (163).

Modeles | Similitude avec I’homme Limites
Primates | -accumulation de tartre, -colit
-bactéries pathogénes -considération éthique
-possibilité de développement spontané d’une -réglementation et conditions de captivité
parodontite -développement plus fréquent de maladies
infectieuses que de parodontites
Chiens -bactéries pathogenes -mouvements masticatoires différents
-étiopathologie -pas de sulcus gingival
-survenue de parodontite fréquente -1ésions parodontales non homogénes
-sévérité de la maladie qui augmente avec 1’age et se | -précaution réglementaire : besoin
termine par la perte de dents d’exercice, espace nécessaire, entretien
Cochons | -physiologique -cott
-pathologique -entretien
-immunologique
-parodontite spontanée avec dépot de tartre
Rats -structure gingivale -occurrence de la parodontite
-progression rapide la maladie parodontale -pas indiqués dans le cas d’études a long
terme car éruption et migration dentaire
continues

Fig. 79 : Avantages et inconvénients des différents modeéles expérimentaux

En plus des autres animaux, le lapin peut également étre utilisé en tant que modéle expérimental, cependant il
n’a pas encore été utilisé dans le cadre du traitement de la parodontite mais plutdt dans celui de la péri-implantite
(163).

La plupart des chercheurs induisent une parodontite sur le modele d’expérimentation. Ainsi le défaut
sur le modele peut étre soit aigii : le cément, I’os et le ligament sont éliminés ; soit chronique : lorsqu’une
ligature ou un élastomére est inséré dans une zone inter-proximale ; les 2 méthodes peuvent également étre
associées.

Une fois la parodontite induite, les chercheurs doivent prendre en compte des mesures cliniques (indice
gingival, profondeur de poche sous gingivale, mobilité dentaire), radiologiques ainsi que des analyses
bactériennes et des tests sanguins (163) pour obtenir des résultats pertinents.

Cependant, malgré les tentatives pour obtenir un modéle expérimental animal se rapprochant le plus
possible du modéle humain, certains facteurs tels que le type de parodontite (chronique, agressive) ne sont
toujours pas inclus en tant que paramétre au sein des études (162). En effet, la multiplicité de facteurs en
parodontologie doit étre prise en compte méme si elle rend 1’équation de la régénération plus complexe.

2. Challenge technique

2.1. Différents types de matrices

A ce jour, il existe une grande diversité de matrices utilisables en recherche clinique. De nombreuses
études s’intéressent actuellement a 1’association de biomatériaux pour potentialiser leur efficacité.
De plus en plus de biomolécules, en particulier des facteurs de croissance, sont associées aux biomatériaux pour

faciliter la régénération parodontale. Mais inévitablement, I’hétérogénéité dans les méthodologies des études
rend leur comparaison difficile (164).
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2.2. Le milieu de culture

Comme vu précédemment le milieu de culture agit sur la différenciation cellulaire. Sa composition
exacte étant encore mal connue, on ne peut garantir que la prolifération et la différenciation cellulaires puissent
s’effectuer en toute sécurité (107) ; en outre, ce dernier n’est pas suffisamment complexe pour imiter le
microenvironnement humain.

3. Challenge clinique

L’ingénierie tissulaire cherche a associer des techniques complexes et précises tout en restant dans le
cadre d’une utilisation clinique facile. Cependant, a ce jour, les protocoles d’isolement, coliteux et non
reproductibles a grande échelle, sont une entrave a la future démocratisation de 1’ingénierie tissulaire (165).

Il existe également un risque associ¢ aux interactions entre les cellules transplantées et le systéme
immunitaire de I’h6te méme si la plupart des cellules souches mésenchymateuses possédent a la fois une faible
immunogénicité et une fonction immunosuppressive (166).

Une des principales limites a 1’utilisation des cellules souches mésenchymateuses est le risque d’effets
secondaires. Effectivement, les cellules souches peuvent étre sujettes a une sénescence voire une instabilité
génétique. De plus, on leur suppose un potentiel cancérigéne qui peut étre du a une implication directe par auto-
transformation maligne ou une implication indirecte par effet modulateur tumoral (166).

En outre, I’effet de domiciliation permettrait aux MSC de migrer vers les cellules tumorales, d’interagir
avec le stroma, d’augmenter leur croissance et d’entrainer une transformation maligne des MSC au site de la
tumeur. Néanmoins a ce jour, aucune transformation maligne n’a été décrite aux cours des thérapies cellulaires
parodontales.

N
Challenge

Biologique Technique Clinique

N )\ g ) g
e N e N " N

Source cellulaire Types de matrices Risque tumoral

N’ N’ N’
/N 7N

Modele Milieu de culture Réactions
expérimental immunitaires
)

Simplicité
d'utilisation

Fig. 80 : Différents challenges en régénération parodontale

IV. Les perspectives d’avenir

Chaque année, de nombreux protocoles d’études sont proposés a I’AFSSAPS et soumis a son
appréciation. Par ailleurs, d’autres organismes tel que 1’Agence de biomédecine, le comité de protection des
personnes, 1’agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM) et I’office
parlementaire d’évaluation des choix scientifiques et des technologies (OPECST), jouent également un réle dans
I’autorisation des recherches cliniques. Une fois acceptés, ces protocoles de recherches peuvent étre mis en
place, et de nombreuses études sont publiées.

Méme si leur potentiel clinique en régénération tissulaire semble indéniable, les mécanismes impliqués
aprés la transplantation des cellules souches mésenchymateuses ne sont pas encore établis. Et malgré un nombre
insuffisant d’études initiales et une omission des études concernant la biologie exacte des cellules souches, les
pressions pour commencer les études sur sujet humain, vont grandissant.
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Dans les bases de données issues de 1’international clinical trials registry plateform, 4 études cliniques en cours
ont pu étre identifiées (162) :

-2 études a bras unique utilisant ASC pour 12 patients avec des défauts intra-osseux profonds (en
recrutement) et un mélange de MSC et de MSC différenciées en ostéoblastes cultivées chez 10 patients atteints
de parodontite chronique (en cours)

-2 études cliniques sur la sécurité et 1’efficacité de PDLSC dans une parodontite chronique, une
randomisée I’autre non avec respectivement 35 et 80 patients.

Le but de I’ingénierie tissulaire est de développer, dans le cadre d’une pratique clinique, des produits,
peu coliteux et rapides d’uilisation, capables de régénérer des tissus ou des organes 1€sés (165). Toutefois, la
difficulté majeure a laquelle se trouvent confrontés les chercheurs, est de simplifier des protocoles de laboratoire
complexes afin de faciliter leur mise en ceuvre ; c’est le cas des IPSC.

Depuis leur découverte en 2006, les IPSC ont été obtenues a partir de DFSC, SHED, SCAP, OESC, de
fibroblastes gingivaux et de fibroblastes du ligament parodontal (165).

Malgré des résultats prometteurs en régénération parodontale, la reprogrammation cellulaire demeure
trés complexe et incompatible avec la pratique clinique. C’est justement pour cette raison que 1’étude réalisée par
Obakata et son équipe s’appréte a bouleverser le domaine de I’ingénierie tissulaire.

Ils décrivent un moyen de reprogrammer des cellules adultes en cellules pluripotentes sans aucune
manipulation génique. En introduisant des cellules sanguines matures de souris dans un milieu acide, 1’équipe a
observé, a sa grande surprise, une transformation de ces cellules en cellules pluripotentes. Ce procédé est nommé
STAP (Stimulus triggered acquisition of pluripotency).

De cette maniére les nombreux problémes éthiques autour de 1’utilisation de IPSC seraient résolus. De
plus, il n’y aurait pas de risque de rejet immunitaire avec ’utilisation de ces cellules.

Cependant, comme pour la plupart des études cliniques, d’autres recherches sont essentielles avant

d’envisager un essai sur I’homme. Cette découverte capitale va peut-&tre ouvrir un nouveau chapitre dans le
monde médical et nous permetttre alors d’entrer dans 1’ére de la médecine personnalisée (167).
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Face au refus de vieillir, phénomeéne de société récent, le chirurgien dentiste a recours a tous les moyens
possibles pour éviter I’extraction dentaire, synonyme d’échec thérapeutique. Cependant, le vieillissement général
de la population rend 1’apparition de pathologies comme la parodontite chronique inévitable.

Les moyens disponibles sur le marché ne suffisent plus a lutter contre la conséquence ultime de la parodontite :
la perte de dents. Ainsi, ces derniéres années, la régénération tissulaire du complexe parodontal par 1’association
de cellules souches et de biomatériaux, a suscité un intérét croissant en ingénierie tissulaire.

Certains cherheurs considérent qu’une régénération tissulaire n’est possible qu’en associant 4 éléments
clés a savoir un échafaudage, des cellules souches, des facteurs de croissance et une vascularisation adéquate.

L’utilisation de biomatériaux en pratique clinique, présente des résultats encourageants grice a une stimulation
endogéne des cellules in situ. Mais ces résultats sont trés variables et non prévisibles, car ils dépendent des
capacités intrinseéques du sujet. De ce fait, est née 1’idée d’un apport exogeéne de cellules souches par
I’intermédiaire d’un biomatériau, qui viendrait compléter le recrutement endogene.

D’origine naturelle ou synthétique, les biomatériaux ont, pour la majorité, des propriétés inductrices et
s’intégrent facilement au tissu. De plus, ils peuvent influencer le comportement et le destin cellulaire in vivo.
Congus pour posséder des informations complexes codées dans leur structure, ils doivent imiter le plus
fidélement possible la matrice extracellulaire naturelle, &tre capables de supporter 1’attachement cellulaire, voire
dans certains cas, de fournir les signaux nécessaires au contréle du développement spatial et temporel. Quant aux
choix du biomatériau, il dépendra des situations et des objectifs cliniques.

D’abord, identifiées dans la moelle osseuse, puis au sein de la cavité buccale, les cellules souches
mésenchymateuses sont caractérisées par leur capacité d’auto-renouvellement ainsi que par leur potentiel de
différenciation, plus ou moins avancé ou restreint selon leur tissu d’origine.

Aprés leur prélévement, les cellules souches, pluripotentes ou multipotentes, sont d’abord isolées puis
différenciées par I’intermédiaire d’un milieu de culture particulier, elles sont ensuite ensemencées sur un
biomatériau adapté avant d’étre placées au sein du défaut parodontal.

Les développements dans le domaine des matrices polymériques ou céramiques ont nettement
progressé ; ces derniéres permettent une libération de cellules souches, de facteurs de croissance ou encore une
libération génique. Il nous a donc paru intéressant de faire un état de lieux des études en régénération parodontale
a I’aide de cellules souches mésenchymateuses associées a un biomatériau.

Aprées une sélection précise, 25 études ont été retenues ; réalisées en majorité sur modele animal, elles présentent
pour la plupart des résultats positifs. En effet, une grande partie des études a montré qu’en présence de cellules
souches mésenchymateuses, les formations osseuse, cémentaire et ligamentaire avec une orientation correcte des
fibres de Sharpey, étaient supérieures a celles des groupes controles.

Méme si les études sélectionnées étaient de faible puissance, nous pouvons conclure a travers cette analyse, a
I’avenir certain des cellules mésenchymateuses en régénération parodontale. Cela étant, il est indispensable de
réaliser davantage d’études de plus forte puissance afin d’en tirer des conclusions plus probantes.

Toutefois, certains aspects de la régénération parodontale sont a prendre en considération, tels que, entre
autres, le risque tumoral et les problémes éthiques liés a 1’utilisation de cellules souches embryonnaires.

Malgré certains risques que peuvent présenter les cellules souches, leurs bénéfices sont tout de méme
confirmés par la majorité des chercheurs. C’est en effet le domaine d’études médicales le plus prometteur de
notre siecle ; car au dela du traitement de la parodontite, les cellules souches pourraient étre des moyens de
guérir les maladies dégénératives neurales comme par exemple Alzheimer ou Parkinson.

En conclusion, malgré un manque de recul évident, les avancées dans le domaine de la régénération
parodontale, basées sur une approche multidisciplinaire combinant biologie, médecine et ingénierie, vont
indéniablement révolutionner le monde médical, inversant les lois de la nature et offrant a 1’étre humain la
possibilité d’une éternelle jeunesse.
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Thése n°

MARSDEN Anne-Claire — Biomatériaux de régénération parodontale et cellules souches
mésenchymateuses : état de la question. —

RESUME :

Les cellules souches mésenchymateuses, qu’elles soient pluripotentes ou multipotentes, sont apparues
comme 1’¢lément clé des médecines régénératrices grace a leur capacité inhérente a se différencier en
une variété de phénotypes cellulaires. Elles seraient donc source de nombreuses thérapies cellulaires
potentielles visant a traiter une gamme de maladies dégénératives telle que la parodontite. La
régénération du complexe parodontal nécessite a la fois des cellules souches, des facteurs de
croissance, une vascularisation suffisante et la présence d’un biomatériau. D’origine naturelle ou
synthétique, ce moyen de libération est plus qu’un simple transporteur puisqu’il peut également
potentialiser 1’adhésion, la prolifération et la différenciation cellulaires, facilitant ainsi I’intégration
tissulaire in vivo. Aprés une recherche systématique des publications associant régénération
parodontale, cellules souches mésenchymateuses et biomatériau, 25 études ont été sélectionnées.
Malgré des résultats tres prometteurs, ces études restent de faible puissance, il est donc difficile d’en
tirer des conclusions probantes ; il devient alors essentiel, de réaliser des études de plus grande valeur
dans ce domaine. Nous pouvons toutefois conclure que les cellules souches semblent prometteuses
afin d’obtenir une régénération parodontale reproductible dans le cadre d’une pratique clinique
odontologique.
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