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. Introduction

La biologie pulpaire est une discipline complexe qui s’intéresse aux cellules et tissus
constituant la pulpe dentaire. L'étude de la biologie pulpaire comprend I'embryologie, la
physiologie et la pathologie de la dent. Elle aspire a une forte connaissance de |'organe
dentaire dans le but d’affiner nos thérapeutiques et nos gestes préventifs, afin de conserver
la pulpe vivante et saine malgré les agressions subies. La découverte récente de cellules
souches adultes au niveau dentaire suscite de grands espoirs de régénération des tissus
|ésés.

Afin d’approfondir nos connaissances et d’améliorer nos thérapeutiques, il est
nécessaire de passer par une phase de recherche fondamentale avant la recherche clinique
chez 'Homme.

La recherche in vitro est la premiere étape dans le processus et a lieu en laboratoire.
Elle consiste en la mise en culture de cellules afin de les observer et comprendre leur
mécanisme physiologique. Les cultures cellulaires constituent le support d’étude de la
cytotoxicité et de la génotoxicité de substances pharmaceutiques et de biomatériaux.
Toutefois, le biomimétisme de ce modele expérimental est limité et ne permet pas de
prédire les résultats dans le vivant. La recherche in vitro nécessite d’étre complétée par une
phase de recherche in vivo.

La recherche in vivo a lieu dans le vivant, et commence sur les animaux avant les
essais cliniques chez 'Homme. L'expérimentation chez I'animal souleve de nombreuses
guestions sur la comparabilité des résultats a 'Homme, le modéle-animal parfaitement
reproductible n’existant pas. Surtout, elle interroge sur I'éthique des essais. Bien que la
recherche chez I'animal soit de plus en plus encadrée par la législation, I'euthanasie d’étres
vivants est de moins en moins acceptée et tolérée par le grand public.

Ces problématiques ont amené les chercheurs a réfléchir a un modele expérimental
plus éthique et plus proche de 'Homme en termes de prédictibilité. Ainsi, les structures
organoides ont vu le jour afin de reproduire les tissus et organes de 'Homme au laboratoire
mais surtout de mimer une ou plusieurs de leurs fonctions. Ces modéles expérimentaux sont
des constructions multicellulaires en trois dimensions capables de reproduire a certains
niveaux la complexité de la structure d’un organe.

Les avancées dans le développement des structures organoides sont
impressionnantes et rapides, comme le montre I'augmentation significative de publications
scientifiques a leur propos. L'engouement autour de ce modele expérimental est la raison de
ce travail. Il a pour but de décrire I'utilisation des structures organoides en endodontie, de
mettre en évidence les avantages et les inconvénients ainsi que ses voies d’amélioration.
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Cette analyse commencera par traiter la recherche in vitro puis in vivo et leurs
applications dans le domaine de la biologie pulpaire.
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II. La recherche in vitro en endodontie

1) Définition

Le terme in vitro tire son origine du latin et signifie « dans le verre ». Selon son
origine étymologique, la recherche in vitro correspond donc aux expériences menées sur des
verreries en laboratoire comme des éprouvettes ou des boites de Pétri.

D’apreés le dictionnaire Larousse, I'in vitro se dit des réactions chimiques, physiques,
immunologiques ou de toutes les expériences et recherches pratiquées au laboratoire, en
dehors d'un organisme vivant. La recherche in vitro fait opposition a la recherche in vivo qui
se pratique sur un organisme vivant.

La culture cellulaire consiste a cultiver des cellules dans un milieu reproduisant le
plus fidelement possible les conditions physiologiques dans lesquelles elles se développent
dans I'organisme. Le but est de permettre la reproduction de cellules en quantité suffisante
pour constituer un matériel expérimental. Les cellules sont fragiles et évoluent dans un
milieu stérile dont la température est controlée ainsi que le taux d’oxygeéne et d’humidité de
Iair (1).

Pour sélectionner une culture cellulaire, les chercheurs font appel a des banques de
cellules de confiance pour s’assurer de leur authenticité. Il faut également vérifier que la
culture n’est pas contaminée par la bactérie Mycoplasma, ce qui est fréquent et compromet
les résultats expérimentaux. Pour une culture de meilleure qualité, il faut la sélectionner
avec un faible nombre de repiquage et examiner différents facteurs pour le choix du type
cellulaire (2):

- Choix de lI'espece qui fournit les cellules: Les cellules humaines et primates sont
soumises a un plus grand nombre de restrictions biologiques que les cellules issues
d’autres animaux.

- Caractéristiques fonctionnelles : le choix de la cellule doit permettre de répondre a
I'interrogation de I'expérience. Lors de I'’étude d’'une maladie, il est logique d’utiliser
des cellules qui expriment cette pathologie. De méme, une étude cytotoxicologique
requiert des cellules rénales ou hépatiques car ce sont elles qui métabolisent et
éliminent les médicaments dans notre corps. La Cancer Cell Line Encyclopeadia
regroupe des données et analyses de plus de 1000 cellules, c’est une source
d’information importante pour identifier une culture cellulaire avec un biomarqueur
spécifigue ou qui exprime une protéine particuliére.

- Conditions de croissance : il faut vérifier si les cellules se développent en adhérence
ou en suspension, leur besoin nutritif et tous les éléments qui garantissent une
croissance viable (3).

Les cellules mises en culture peuvent étre de différentes origines :
- Des micro-organismes libres (tels que des bactéries ou levures)
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- Des cellules de culture primaire, c’est-a-dire des cellules « saines » prélevées d’un
organe par biopsie. Ces cellules ont une durée de vie courte en raison de leur
capacité de division limitée et offrent un matériel en faible quantité.

- Des cellules de culture secondaire : ce sont des cellules obtenues par repiquage
d’une culture primaire. Le repiquage est une opération qui consiste a sélectionner
des cellules qui ne peuvent plus proliférer pour les disperser a une plus faible densité
dans un nouveau récipient. Si les cellules ne peuvent plus rentrer en division, c’est
soit parce qu’elles ont épuisé leur milieu de culture (c’est le cas pour les cellules en
suspension), soit qu’elles sont arrivées a confluence et forment un tapis sur toute la
surface de la boite de Pétri (pour les cellules adhérentes).

- Des cellules ayant un nombre de divisions illimité : elles constituent des lignées
cellulaires. Ce sont des cellules souches ou des cellules cancéreuses.

—
Figure 1 : Schéma modélisant l'obtention d'une culture
cellulaire primaire puis secondaire

Afin de reproduire les conditions physiologiques et en fonction des caractéristiques
cellulaires, les cellules peuvent étre cultivées en adhérence ou en suspension. La culture en
suspension est adaptée aux cellules comme les lymphocytes ou les cellules de la moelle
osseuse et du sang. Elles sont disséminées dans un flacon contenant un milieu de culture
liquide. La multiplication des cellules s’arréte quand un élément du milieu nutritif est épuisé.

La recherche in vitro classique est la mise en culture par adhérence, ou les cellules
sont ensemencées dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture solide. C'est une
culture monocellulaire et organisée en monocouche, c’est-a-dire qu’elle n’est constituée que
d’une seule sorte de cellules réparties en deux dimensions. Les cellules se développent et se
multiplient jusqu’a arriver a confluence et recouvrir la surface entiere du support : c’est une
croissance inhibée par contact. Le milieu de culture est évalué au préalable pour se
rapprocher au maximum des conditions naturelles et obtenir des résultats fiables (4).

Figure 2: Flacons pour les cultures
cellulaires par suspension

Figure 3: Boites de Pétri servant a la culture
cellulaire par adhésion
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Les cellules sont placées dans un milieu de culture riche en nutriments et facteurs de
croissance. Le milieu de culture apporte les éléments nutritifs nécessaires, contribue au
maintien des conditions physico-chimiques (comme le pH et I'osmolarité) et permet la
prolifération des cellules. L’objectif des différents milieux de culture est de se rapprocher au
maximum des conditions biologiques et physiologiques de I'organisme, ce qui nécessite de
contrbler de nombreux parametres : la température, la pression, le taux d’humidité, le pH et
la composition en minéraux et nutriments. En modifiant sa composition, on adapte le milieu
de culture a chaque type cellulaire, il existe donc des possibilités illimitées de cultures
cellulaires. Certains milieux de culture peuvent étre sélectifs ou enrichis, ou au contraire
appauvris afin d’orienter la prolifération et différenciation des cellules. lls peuvent
également étre en hypoxie, c’est-a-dire que I'apport d’oxygéne aux cellules est plus bas que
celui retrouvé en conditions physiologiques. Cette technique est tres utilisée dans le cadre
de recherches sur cellules souches car elle augmente leur taux de prolifération et leur
potentiel de différenciation, ainsi que leur viabilité aprés implantation (5).

La recherche in vitro offre de nombreuses variables et facteurs pour étudier les
cellules. Ainsi, il est nécessaire de décrire les conditions expérimentales réalisées dans les
laboratoires dans les publications scientifiques, ceci afin de pouvoir reproduire
expérimentations si nécessaires. La pertinence scientifique des conditions expérimentales
est un critere important de la qualité d’'une recherche scientifique qui est évalué par
exemple lors de I’évaluation d’une publication par les « pairs » (peer review) (6).

Des recherches in vitro efficaces doivent étre fiables, standardisées et refléter le
mécanisme d’action de la substance testée.
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2) Intéréts de la recherche in vitro en Endodontie

a. L'étude des mécanismes de la physiologie cellulaire

La recherche in vitro est indispensable pour constituer les bases de connaissances sur
I'organisme. Avant de chercher a soigner ou traiter les différentes pathologies de
I'organisme, il faut savoir comment il fonctionne. La recherche in vitro a permis
d’appréhender la complexité de la physiologie cellulaire et de comprendre les fonctions des
cellules, leurs réponses aux stimuli, leur adhérence intercellulaire et a la matrice ainsi que
leurs interactions entre elles et a leur environnement par l'intermédiaire de signaux. Les
cultures cellulaires ont également mis en évidence les différents mécanismes de
différenciation, de prolifération et la mobilité cellulaire (1).

L'avantage de la recherche in vitro est I'étendue des variations expérimentales que
I'on peut appliquer aux cellules pour tester leurs réponses a différents stimuli. Il est possible
de varier a 'infini les milieux de culture pour tester en permanence les réactions cellulaires a
de nouveaux facteurs.

b. Applications pour la médecine régénératrice

La recherche in vitro permet de réaliser des greffes et autogreffes, notamment en
produisant de nouveaux tissus tels que de la peau pour les grands brilés (7). Des modéles
simplifiés d’épiderme ont été développés dés les années 70 (Rheinwald et Green 1975) et
permettent I'application topique de cremes et pommades.

Depuis, il est possible de reconstruire des peaux grace a des matrices, ce sont des
modeles évolutifs qui peuvent étre déclinés en peau reconstruite pigmentée,
endothélialisée, immunocompétente et adipeuse (4).

La recherche in vitro permet également le dépistage de maladies génétiques grace a
un bilan sanguin et la détermination du caryotype de l'individu.

c. Applications dans I'industrie pharmaceutique

Dans le cadre de I’évaluation biologique de nouveaux médicaments, de biomatériaux
et dans de nombreuses publications, les chercheurs ont recours a de nombreux tests in vitro
et in vivo afin d’analyser la puissance et les effets d’une substance sur un systéme vivant.

Ces essais sont souvent réalisés en comparaison avec une substance déja connue
dans le but d’élaborer un médicament ou biomatériau plus approprié et plus efficace. lls ont
pour but de déterminer une dose-efficace du médicament qui reste viable et non toxique
pour I'organisme.
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Par exemple, I'équipe de Bulbule et al, s’est intéressée a la cytotoxicité de Emblica
Officinalis sur les fibroblastes de la pulpe. Cette baie, également appelée Amla, est utilisée
par la médecine traditionnelle Indienne pour ses propriétés anti-inflammatoires, mais son
utilisation sur la cicatrisation de la pulpe dentaire n’a jamais été développée.

Les chercheurs ont extrait des fibroblastes issus de la pulpe de dents avulsées et les
ont disséminés sur des boites de Pétri. Aprés 4 opérations de repiquage, la culture de
cellules secondaire était optimale et les essais cytotoxiques pouvaient commencer. lls ont
appliqué des extraits de E. Officinalis ainsi que du MTA directement au contact des cellules
pour comparer leurs effets au bout de 48 et 72h. Les résultats montrent une différence
significative entre le nombre de cellules survivantes au bout de 72h apres application de
MTA ou de E. Officinalis.

L’équipe de Bulbule conclue que E. Officinalis préserve mieux la vitalité des
fibroblastes pulpaires que le MTA et qu’il faut continuer les études pour développer le
potentiel de cette substance a devenir un médicament de la vitalité pulpaire (8).

120
T 100 e
=
=
W 80
] —a— Emblica officinals
E‘- o0 —a— T A
£ an Calls withoul treatment
B
AR |

0
24 hours A8 hours T2 hours

Figure 4 : Courbe de croissance représentant le taux de survie des cellules au
bout de 24h, 48h et 72h

De nombreux tests seront nécessaires avant d’envisager la venue de E. Officinalis sur
le marché des biomatériaux. En effet, la norme I1SO 10993-1 :2018 établit des régles pour
I’évaluation biologique des dispositifs médicaux au sein d’un processus de gestion du risque
et détermine les différents essais. Lors des essais primaires, des tests in vitro sont réalisés :
les tests cytotoxiques et de génotoxicité. Les essais secondaires testent les irritations, les
sensibilisations et les implantations et ont lieu in vivo chez I'animal. C'est seulement aprés le
recueil de données in vitro et chez I'animal que commencent les essais cliniques chez
I'Homme (9).

Les tests cytotoxiques mesurent les changements cellulaires et métaboliques sur les
cellules lors de I'application de la substance. Ils détectent les modifications structurales
comme la perte de l'intégrité de la membrane cellulaire pouvant aller jusqu’a la mort
cellulaire, mais aussi les indicateurs physiologiques et biochimiques de vie cellulaire. Le but
est de déterminer la viabilité mais également de vérifier que les cellules arrivent encore a
remplir leur fonction suite a I'application de la substance (10).
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Par exemple, une étude s’est intéressée a la cytotoxicité de certains matériaux
dentaires notamment le ciment a base de phosphate de zinc. Vingt-quatre heures apres
I’application sur des fibroblastes, les cellules viables étaient comptabilisées. Il y a eu 6
groupes pour tester 6 concentrations différentes (11).
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Figure 5 : Diagrammes présentant la viabilité cellulaire 24h apres application
de ciment de phosphate de zinc

On constate une tres faible viabilité des cellules et donc une forte toxicité du ciment
a base de phosphate de Zinc sur les cellules dentaires (10).

Les tests de génotoxicité détectent les mutations géniques et chromosomiques
potentiellement induits par I'objet de la recherche. L'ensemble de ces tests peuvent étre
réalisés sur des échantillons de faible volume. Les composés positifs lors de ces tests ont un
potentiel cancérigéne et de mutation géniques.

d. Autres intéréts

L'intérét de la recherche in vitro se retrouve également dans son colt qui est
nettement inférieur a celui de I'expérimentation in vivo. De plus, elle est plus simple et plus
facile a mettre en place, reproductible et il est aisé de recueillir les résultats et les
observations des expérimentations (9).

Enfin, I'expérimentation in vitro est moins sujette aux critiques éthiques que la
recherche in vivo.
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3) Limites de la recherche in vitro

L’expérimentation in vitro présente néanmoins des limites.

Tout d’abord, la manipulation des cellules requiert une rigueur extréme pour ne pas
contaminer les cultures cellulaires et les garder vitales. Le respect des protocoles a un role
fondamental dans la recherche in vitro pour assurer la reproductibilité de I’étude d’une part,
et conserver des cellules en parfait état physiologique, d’autre part. Il est donc important de
réaliser des controles réguliers de stérilité et de vérifier le maintien des caractéristiques
cytogénétiques, structurales et fonctionnelles des cellules. Si les cultures cellulaires sont
abimées, soit I'expérience ne fonctionnera pas, soit les résultats seront faussés et peu
fiables.

Les contaminations peuvent étre de différentes origines :

- Biologiques : bactéries, virus, levures ou moisissures

- Chimigues: endotoxines, qualité du plastique, restes de détergent, traces
d’aluminium, résidus de désinfectants

- Contamination croisée avec d’autres cellules.

Les cultures cellulaires sont donc trés sensibles et les laborantins exercent sous
conditions stériles grace a une hotte a flux laminaire et des postes de sécurité
microbiologique (PSM) (4).
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Figure 6 : Schéma du flux de filtration de [l'air d'un poste de sécurité
microbiologique
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De plus, il est difficile de maitriser la différenciation cellulaire et la prolifération in
vitro, la durée de vie des cultures cellulaires est limitée. En effet, une cellule normale, saine
et dans le corps humain, peut se diviser un certain nombre de fois, que I'on estime entre 50
et 70 fois : c’est la limite de Hayflick (12). Quand la cellule vieillit, elle présente des signes de
sénescence. C'est un processus physiologique qui entraine une dégradation des fonctions
cellulaires. Ces modifications phénotypiques sont facilement identifiables et permettent de
trier les cellules mises en culture pour conserver seulement celles en bon état. On peut
notamment citer une augmentation de la taille cellulaire, de la taille des noyaux et une
désensibilisation des cellules aux facteurs de croissance et d’apoptose (13).

Chaque type cellulaire possede sa propre durée de vie mais elle reste néanmoins
limitée : les cultures de cellules par adhérence arrétent leur développement par inhibition
de contact et les cellules en suspension finissent leur croissance lorsqu’un élément nutritif
n’est plus disponible. Seules les cellules souches et cellules cancéreuses peuvent proliférer
indéfiniment. La recherche in vitro ne permet donc pas d’évaluer les effets d’une substance
sur les cellules au long terme.

Il faut néanmoins rester attentifs a la vitesse de prolifération des cellules qui est
souvent plus élevée que celle retrouvée in vivo. Or, si la division est plus rapide, la cellule
présente un risque plus élevé d’'une mutation génétique et de fournir une cellule fille
cancéreuse. Une cellule cancéreuse devient immortelle et perd son inhibition de contact. En
culture cellulaire, la conséquence est le non-arrét de la division cellulaire lorsque les cellules
arrivent a confluence. Elles vont continuer a proliférer et chevaucher les cellules saines qui
vont arréter de se différencier par inhibition de contact et mourir par asphyxie. L’apparition
de cellules cancéreuses conduit donc malheureusement a la mort de la culture cellulaire. Les
cellules cancéreuses se reconnaissent a I'‘observation au microscope grace a des
changements morphologiques du noyau, du cytoplasme et de la membrane (14).

La culture cellulaire permet I'étude séparée de chaque composant physiologique
(cellules, matrices, facteurs de croissance) mais ne reflete pas la réalité biologique et n’est
pas transposable a la réalité clinique. Dans la structure en deux dimensions des cultures
monocellulaires, on perd les composants de la matrice extracellulaire, les interactions entre
les cellules et leur matrice ainsi que les interactions intercellulaires, c’est-a-dire entre
différents types cellulaires qui cohabitent et fonctionnent ensemble physiologiquement. De
plus, les phénomenes de vascularisation et de mobilité sont absents dans la recherche in
vitro (1).

Ces éléments sont indispensables a la différenciation, prolifération et aux fonctions
cellulaires dans le corps humain (1).

Comme vu précédemment, la recherche in vitro constitue le principal outil des tests
cytotoxique et de génotoxicité lors d’évaluations biologiques de nouveaux médicaments ou
biomatériaux. Cependant, ces tests sont réalisés sont les cellules cibles mais ne nous
permettent pas de prendre du recul sur les réactions générales de l'organisme de par
I'absence des systémes de circulation : vasculaire, lymphatique et nerveux. Ces différentes
voies de communication sont extrémement importantes dans le corps humain et donnent
de nombreuses informations aux cellules, ce qui influence leur réponse.
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Pour ces raisons, il est nécessaire de compléter ces recherches par I'étude des
réponses physiologiques dans le corps. L'outil le plus utilisé est la recherche in vivo chez
I'animal.
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4) La recherche in vitro appliquée a la biologie pulpaire

La compréhension de la biologie pulpaire nécessite une base de connaissances
acquise grace a la recherche in vitro. Cette derniere permet d’étudier les cellules pulpaires
ou le complexe dentino-pulpaire dans son ensemble. Il est possible d’envisager de tester
différentes réactions pulpaires a des stimuli comme [I'application de biomatériaux,
médicaments ou différents protocoles. Enfin, la découverte de cellules souches au niveau de
la sphére orale crée un intérét tout particulier a I'étude de leur potentiel.

a. Histologie des tissus et cellules pulpaires

Afin de caractériser les cellules dentaires, les chercheurs ont observé des coupes de
dent et de la pulpe dentaire au microscope. Ces coupes permettent de comprendre la
composition des tissus dentaires et I'organisation cellulaire. Elles montrent également les
cellules nerveuses, les cellules vasculaires et les fibroblastes qui constituent la pulpe
dentaire.

Les microscopes utilisés lors de la recherche in vitro se distinguent en deux
catégories : les microscopes optiques (ou photoniques) et les microscopes électroniques.

Les microscopes photoniques utilisent un rayon de lumiére pour grossir |'objet
observé. Les images obtenues sont grossies 400 a 2 000 fois. Ce grossissement ne permet
pas |'observation de détails mais d’une cellule entiére ou structure d’un tissu (15).

Figure 8: Photographie d'une coupe au microscope photonique de la pulpe dentaire montrant la palissade des odontoblastes
(15)

La technique de microscope a fluorescence utilise un émetteur laser qui va exciter
une molécule cible dotée de propriétés fluorescente. Les objets observés peuvent émettre
de la lumiére fluorescente par eux-mémes (comme la chlorophylle) mais dans le cadre de la
biologie pulpaire, il faut les marquer par des substances appelées fluorochromes.
L’association la plus courante se fait avec un microscope confocal a balayage laser car il
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atteint une résolution bien meilleure que le microscope optique classique et permet de
réaliser des images en trois dimensions (16).

En effet, 'inconvénient majeur de la microscopie a fluorescence conventionnelle est
la perte de résolution axiale due a la superposition d’informations issues des plans
adjacents. Le microscope confocal a balayage laser (MCML) fait partie des microscopes
photoniques et pallie ce probleme grace au balayage de la surface observée (17). Il pratique
des coupes optiques virtuelles en 2 dimensions de I'objet grace a un émetteur laser qui
pénetre |’échantillon. Ainsi, la reconstitution de I'image entiere se fait en 3 dimensions par
addition de toutes les coupes et donne une image d’une trés bonne netteté. La localisation
intracellulaire de chaque signal peut étre appréciée avec beaucoup de précision, pour situer
des protéines dans une cellule par exemple (18).

LIBRE.BE DROITS

Figure 9: Photographie d'une coupe de fibroblastes observée par microscope confocal et a fluorescence. Les
noyaux sont marqués en bleu, les filaments d'actine en rose et la tubuline en vert

En microscopie électronique, les grossissements les plus utilisés vont de 20 000
jusqu’a 100 000. Ici, les électrons remplacent les photons. Les principaux types de
microscopes électroniques sont les microscopes électroniques a transmission (MET) et les
microscopes électroniques a balayage (MEB).

La microscopie électronique a balayage émet un faisceau d’électrons pour balayer la
surface de I’échantillon a analyser et qui réagit en réémettant certaines particules. Ces
particules sont analysées par différents détecteurs afin de reconstruire une image en 3
dimensions de la surface (19). La grande profondeur de ce champ est |'atout de ce
microscope mais la résolution (1 nanometre) est moins bonne que celle du microscope
électronique a transmission (0,1 nanometre).
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Figure 10 : Photographie d’une coupe transversale des prismes de I'émail au microscope électronique a balayage

Les microscopes électroniques a transmission offrent une résolution trés importante
qui permet de visualiser des virus ou méme des organites intracellulaires. Ils reconstituent
une image en 2 dimensions.

cristaux

Il est possible de prélever des coupes a différentes localisations de la dent, ainsi, les
chercheurs peuvent observer et décrire la composition de la pulpe au niveau caméral,
radiculaire et apical. Il est également intéressant d’examiner des coupes provenant de
plusieurs stades du développement de la dent (20).

Certaines études ont choisi d’observer les tissus et cellules pulpaires dans un état
pathologique et non physiologique. C’est le cas des équipes de Bruno et al, 2010, qui se sont
guestionnés sur la présence de cellules inflammatoires du systeme immunitaire lors d’'une
pulpite irréversible. En effet, la réponse inflammatoire consiste en un mécanisme de défense
non-spécifique et immédiat impliguant un phénomeéne vasculo-exudatif comme la
vasodilatation et I'augmentation de la perméabilité ainsi qu’une infiltration de cellules
inflammatoires tels que les mastocytes, les granulocytes et les cellules dendritiques (21).
L'observation de coupes de pulpes avec une importante inflammation en comparaison avec
des pulpes présentant une faible inflammation, a révélé d’importantes caractéristiques de
I'inflammation d’un point de vue qualitatif et quantitatif, avec une infiltration de cellules
inflammatoires et des réactions vasculaires spécifiques (22).
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Figure 12 : Photographies de coupes microscopiques au grossissement x400 de la densité de vaisseaux sanguins dans une
pulpe inflammatoire (a) et une pulpe saine (b) (22)

Cependant, ces observations microscopiques ne sont pas cliniquement confirmées.
La corrélation entre les symptomes et les modifications histopathologiques lors d’une
pulpite est faible. De plus, la détermination du type et de I'étendue des changements
inflammatoires sur la base des symptomes est imprécise et erronée (23).

Toutes ces études permettent de consolider notre base de connaissances sur les

tissus et la pulpe dentaire ainsi que sur les pathologies pulpaires afin de mieux cibler nos
traitements et protocoles (22).

b. Etude des réactions pulpaires a des stimuli extérieurs

La pulpe dentaire est soumise a des stimuli extérieurs et traumatismes de différentes
natures : bactériens (la carie), physiques (les changements de température), chimiques
(application de matériaux et médicaments) et mécaniques (préparation d’une dent et
utilisation des rotatifs) (24).

Lors d’une agression, aussi minime soit-elle, la pulpe réagit systématiquement et les
odontoblastes stimulés sortent de leur phase quiescente pour sécréter de la dentine
tertiaire réactionnelle (24). Il n’est pas possible de décrire une liste exhaustive de tous les
stimuli appliqués a la pulpe mais les équipes de chercheurs ont recours a la recherche in
vitro afin de déterminer les réactions spécifiques de la pulpe, ses changements cellulaires, sa
viabilité et sa sécrétion de dentine réactionnelle, lors de l'agression étudiée. Quelques
exemples sont détaillés ci-dessous.
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e Essais primaires de biomatériaux

Les thérapeutiques de vitalité pulpaire utilisent des matériaux biocompatibles pour
protéger la pulpe exposée et stimuler sa réparation par la formation de dentine de
réparation. Les matériaux dentaires doivent aider au rétablissement, stimuler la réparation
dentinaire, étre biologiquement inertes et parfois méme bioactifs (25). Le terme « bioactif »
renvoie a la capacité du matériau a induire une réponse biologique spécifique de la part des
tissus hotes (26).

Les biomatériaux appliqués sur la dent induisent une réaction cellulaire et tissulaire.
Il est nécessaire de s’assurer de leur biocompatibilité grace aux tests primaires de
cytotoxicité et génotoxicité. Ainsi, tous les produits utilisés pour la conservation, la
reconstitution et réparation pulpaire, sont étudiés par la recherche in vitro avant d’obtenir
leur Autorisation de Mise sur le Marché. Le but est de mettre en évidence la réaction
pulpaire face a I'application du produit et assurer sa viabilité et réparation (9).

De nouveaux produits sont étudiés afin de rechercher une meilleure efficience dans
les thérapeutiques pulpaires. Une fois les essais primaires validés et leur biocompatibilité
prouvée, des études les comparent a un produit gold standard ou a un produit équivalent
afin de démontrer leur efficacité ou supériorité.

Par exemple, une étude a comparé les effets cytotoxiques de plusieurs biomatériaux
utilisés dans les thérapeutiques de vitalité pulpaire sur les fibroblastes de la pulpe humaine.
Ils ont isolé les fibroblastes de la pulpe de dents extraites et les ont cultivés dans des boites
de Petri. Chaque groupe a recu l'application d’un biomatériau : Biodentine, Theracal LC,
iRoot BP Plus et Angelus MTA, puis le taux de cellules viables a été évalué a 24-, 48- et 72h
(27).
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Figure 13 : Diagramme présentant le taux de viabilité des fibroblastes pour chaque groupe testé (18)

Cette étude conclue que ces quatre matériaux peuvent étre catégorisé
biocompatibles mais prévient sur la cytotoxicité du matériau Theracal LC, a utiliser
prudemment.
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« Etudes des effets pharmaceutiques

Les chirurgiens-dentistes sont également amenés a prescrire des médicaments per os
et, si leur toxicité systémique a été évaluée lors de I'analyse de la molécule avant d’étre
commercialisée, leurs effets sont parfois inconnus sur la pulpe dentaire. Il est donc
important de les tester.

C'est le cas notamment d’'une équipe de chercheurs de 'université de Pékin qui a
étudié les effets des AINS (anti-inflammatoires non stéréoidiens) sur I'inflammation et la
réparation de cellules pulpaires (28). Ils ont utilisé des cultures primaires d’odontoblastes
issus de dents de sagesse récemment extraites, puis les ont repiquées 4 a 6 fois avant de les
mettre dans un milieu de culture contenant soit de I'aspirine, soit du méloxicam. Au bout de
différents intervalles (3, 5 et 7 jours), ils ont mesuré les marqueurs de I'inflammation par
PCR afin de déterminer les effets sur les cellules pulpaires (28).

» Etudes des protocoles de soin

Les chirurgiens-dentistes soignent I'organe dentaire grace a des protocoles instaurés
selon les données acquises de la science. Ces protocoles sont amenés a évoluer en fonction
des nouveaux biomatériaux développés et des nouvelles techniques et connaissances. lls
sont donc sans cesse réévalués et comparés pour déterminer le plus efficace et moins
traumatique pour pulpe dentaire.

Par exemple, l'irrigation canalaire lors d’un traitement endodontique est essentielle
pour éliminer ou au moins réduire la population microbienne a un niveau compatible avec la
cicatrisation des tissus péri-apicaux (29).ll s’avere que lors de la distribution d’hypochlorite
de sodium grace a une instrumentation mécanique et passive a I'aide une seringue, il reste
38 a 54% de microorganismes dans les canaux (30). L'objectif de I'étude de Zeng et al en
2018, était d’évaluer I'efficacité d’un nouveau systeme d’irrigation sonique. L'étude a été
réalisée in vitro sur des prémolaires monoradiculées et extraites de maniere intacte. Les
chercheurs ont préparé les canaux avant de les diviser en 3 groupes: un groupe témoin
(sans irrigation), un groupe avec irrigation a la seringue de maniére passive et le dernier avec
irrigation active et sonique (systeme « EDDY ». La méme quantité et concentration de NaOCl
était distribuée a chaque canal. Ensuite, la quantité de bactéries mortes était comptabilisée
au microscope confocal a balayage laser.
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Figure 14 : Diagramme représentant le taux de bactéries mortes selon la localisation canalaire
(coronaire, médian ou apical) et la méthode d'irrigation (passive a la seringue SNI ou sonique EDDY)



Les résultats n’ont pas montré de différence significative entre les deux méthodes
d’irrigation dans la portion coronaire et médiane du canal. En revanche, il y a plus de
bactéries tuées par I'activation sonique dans la partie apicale du canal (31).

Dans ce cas-ci, la recherche in vitro permet de comparer I'efficacité d’un produit a

une concentration donnée lors de son utilisation avec deux protocoles différents, dans le but
de mettre a jour les données acquises de la science.

c. Les cellules souches d’origine dentaire

Les cellules souches sont des cellules qui ont une capacité d’auto-renouveélement et
de différenciation, sous linfluence de facteurs de croissance spécifiques, en cellules
spécifiques pour former des tissus. Les cellules souches adultes sont présentes dans
I'organisme, en particulier dans la moelle osseuse et peuvent étre de deux types. Les cellules
souches hématopoiétiques peuvent se différencier en cellules lignée sanguine (les
polynucléaires, les lymphocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les globules
rouges et les plaquettes) (32). Ces observations ont déclenché un engouement de la part de
la communauté scientifique pour les cellules souches, qui espere pouvoir, un jour, les utiliser
a des fins thérapeutiques et permettre la régénération de tissus chez 'Homme.

Les cellules souches mésenchymateuses sont celles qui nous intéressent le plus dans
le cadre de la biologie pulpaire car des niches de ces cellules sont retrouvées au niveau
dentaire. Ces cellules souches dérivent de la créte neurale et sont multipotentes, c’est-a-dire
gu’elles peuvent se différencier en précurseurs des lignées adipocytes, ostéocytes et
neurales (33).

De nombreux travaux confirment la présence de cellules souches adultes dans les
tissus dentaires (34).
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Figure 15 : Schéma représentant la localisation de foyers de cellules souches au niveau dentaire (17)
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Il existe différents foyers cellulaires :

- Les cellules souches de la pulpe dentaire (DPSC): elles se situent dans la pulpe
dentaire de la dent adulte

- Les cellules souches de la papille dentaire apicale (SCAP) : elles se retrouvent dans le
tissu papillaire dans la partie apicale des racines de dents en voie de développement.

- Les cellules souches du follicule dentaire (DFSC) : elles sont présentes dans le follicule
dentaire, un tissu conjonctif lache qui entoure la dent en cours de développement.

- Les cellules souches des dents déciduales exfoliées (SHED) : elles sont présentes dans
la pulpe des dents déciduales et facilement prélevables suite a I'exfoliation de la
dent.

- Les cellules souches du ligament alvéolo-dentaire (PDLSC) : elles se situent dans le
ligament alvéolo-dentaire.

La recherche in vitro permet d’observer leur morphologie, d’identifier les marqueurs
spécifiques des cellules souches, d’étudier leur migration, adhésion et différenciation (32).

Par exemple, I'’équipe de Ferro et al, a isolé des cellules souches issues de dents de
lait (DPSCs) extraites chez des enfants de 9 ans puis les a mises en culture pour étudier leur
prolifération, morphologie, marqueurs d’expression de cellules souches et leur potentiel de
différenciation (35).

L'équipe de Sonoyama et al, s’est focalisée sur les cellules souches de la papille
apicale (SCAPs) et leurs propriétés grace a des analyses histologiques et
immunofluorescence. Apres extraction des dents, les chercheurs ont séparé la papille
apicale de la racine, isolé et placé en culture les cellules souches de la papille apicale (22).
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Figure 16:Anatomie de la papille apicale. (A) Dent de sagesse extraite avec racines au
stade de développement. (B) Application d'éosine sur les racines immatures au niveau du
diaphragme épithélial de la zone apicale. (C) Microphotographie des cellules souches de la papille
apicale (19)

Ainsi, I'expérimentation in vitro permet de renforcer les connaissances sur la
structure et I'architecture des tissus composant la dent mais également sur leurs potentiels.
Les cellules souches issues de la pulpe dentaire présentent un grand intérét pour la
régénération de tissu pulpaire, but ultime du clinicien, notamment dans le cadre de
thérapeutique de dent immature nécrosée (32). De plus, si les expérimentations sur la
régénération pulpaire s’aveérent fructueuses, elles ouvriront la voie a de possibles
régénérations de tissu osseux, cartilagineux ou nerveux a partir des cellules souches
pulpaires.

En conclusion, la recherche in vitro est nécessaire a I'acquisition de nos

connaissances et constituent une premiére étape dans les tests pharmaceutiques et des
biomatériaux. Elle ne se substitue pas a la recherche in vivo.

31



IIl. La recherche in vivo en endodontie

1) Définition

La recherche in vivo s’oppose a I'in vitro et signifie « dans le vivant » d’aprés son
étymologie latine.

D’apreés le dictionnaire Larousse, se dit de I'in vivo les réactions chimiques, physiques
ou interventions pratiquées sur I'étre vivant, soit a titre d’expérimentation ou de recherche,
soit dans un dessein thérapeutique ou diagnostic.

Afin de créer de nouveaux produits pour la biologie pulpaire, il est indispensable de
recueillir des données précises in vitro puis in vivo. Ces études préliminaires sont
indispensables avant les essais cliniques chez I’'Homme.

En effet, il est impensable d’un point de vue déontologique et éthique d’évaluer les
effets d’une nouvelle substance directement chez I'Homme. |l est donc nécessaire de
développer un modele animal sur lequel les expériences menées puissent étre prédictives et
reproductives chez 'Homme.

2) Intéréts

La recherche sur des modeles animaux permet d’explorer la diversité des réponses
des organismes a leur environnement. Elle facilite aussi la compréhension des pathologies
en les analysant selon des angles différents.

Nous parlions précédemment des essais primaires in vitro de cytotoxicité et
génotoxicité. Aprés l'interprétation des différents résultats et la détermination d’une dose
létale et d’une dose efficace, il est nécessaire de tester les effets sur le vivant grace aux
essais secondaires. Les essais secondaires sont constitués de tests de sensibilité, d’irritation
et d’implantation pour les biomatériaux. Dans le cadre d’évaluation pharmacologique,
I’expérimentation in vivo évalue la pharmacocinétique de la substance et son métabolisme.
L’expérimentation animale permet une approche plus proche de la clinique que I'in vitro
grace a la continuité des interactions cellulaires et entre les organes.

De plus, I'étude sur étre vivant met en évidence des effets sur des organes éloignés
de I'organe cible. Grace au systéme sanguin et nerveux, les organes qui nous constituent
communiquent entre eux et interagissent. Une substance absorbée ou un acte
thérapeutique au niveau dentaire peut avoir des répercussions systémiques.

Par exemple, le diabéte et la maladie parodontale sont intimement liés. Les études
montrent que la parodontite constitue la 6°me complication du diabéte mais également que
I’assainissement parodontal régule I’équilibre diabétique (36).
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La recherche in vivo permet également d’évaluer la toxicité systémique des
métabolites d’'un produit. Lorsqu’un biomatériau est appligué en bouche ou bien un
meédicament est ingéré, il est métabolisé par I'organisme, soit par les reins, soit par le foie.
Un biomatériau ou un médicament peut étre biocompatible ou ingéré a la dose non toxique
déterminée lors des tests in vitro, mais ses produits de dégradation lors du métabolisme
peuvent se révéler dangereux (9).

L'interprétation des résultats des études in vivo est plus facile car plus proche de la
clinique. De plus, si le modele animal choisi le permet, il permet de tester techniquement le
protocole envisagé et d’évaluer la faisabilité de sa mise en ceuvre et de déterminer ses
limites.
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Modele Avantages Inconvénients

animal

3) Limites

L’expérimentation sur modele animal présente de nombreuses limites.

a. Prédictibilité limitée

Tout d’abord, il existe une variabilité physiologique entre les différentes espeéces
animales, ce qui offre la diversité de la faune. Cette diversité nous dessert dans le cadre des
expérimentations animales. En effet, le but est de tester une substance ou un biomatériau
en vue d’obtenir une Autorisation de Mise sur le Marché pour son utilisation chez 'Homme.
Il est en fait difficile de prédire son efficacité et sa sécurité d’emploi chez 'Homme a partir
des modeles animaux dits classiques (petits rongeurs, gros mammiféeres, primates, etc.).

Les protocoles expérimentaux sont établis au préalable et recherchent le modéle
animal optimal pour I'expérimentation afin d’obtenir des résultats proches de notre réalité
clinique et physiologie. D’un point de vue génétique et physiologique, les grands primates
seraient les modeles animaux les plus pertinents grace a notre proximité biologique, mais
c’est également cette grande proximité génétique qui nous empéche éthiquement de les
utiliser comme cobayes. Les animaux les plus utilisés restent les rongeurs qui sont moins
chers et plus facilement manipulables mais ils présentent moins de similitudes avec I'espece
humaine. Les résultats obtenus ne sont pas assez transposables a 'Homme et ont une
prédictibilité limitée (37).

Ci-apres un tableau comparatif des animaux utilisés dans la recherche en biologie
pulpaire (37-41)
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Primates

Animaux présentant le plus de similitudes
du point de vue de la physiologie et de
I'anatomie dentaire: organisation des
tissus parodontaux comparable a la noétre,
ainsi que leur odontogénese.

Utiles en parodontologie : développement
des pathologies similaire, avec les mémes
symptémes cliniques

Ethique

Prix, captivité, transport

Manipulation difficile (ce sont de trés
grands animaux)

Comparable mais difficile d’avoir un nb
de primates suffisant pour avoir de
bonnes statistiques

Chiens

Fort taux de pathologies parodontales
Taille des dents comparable a I’'Homme
Structure des tissus gingivaux comparable
Absence de mouvements latéraux,
absence d’occlusion des prémolaires,
absence de points de contact

Composition de plaque différente

Les Beagles sont les chiens les plus utilisés
de par leur comportement calme et une
taille intermédiaire parmi les chiens ce qui
facilite leur manipulation

Développent des gingivites mais
passage a la parodontite rare (pas la
méme population bactérienne)

Rats

Structure gingivale proche de 'homme
Croissance continue des dents
Mouvements dentaires

Une seule dentition

Molaires et prémolaires: apex fermés,
couronne courte, pas de croissance
continue

Incisives : trés longue, croissance continue,
apex ouvert.

Répartition de I'’émail de l'incisive : épais
en vestibulaire, faible en lingual pour
compenser la mastication qui ronge les
dents

Faible taux de maladies parodontales :
nécessite de contaminer le parodonte
avec bactéries et de ligaturer les dents.
De plus, ne permet pas d’étudier les
maladies parodontales au long terme a
cause de la migration des dents et leur
croissance continue.

Systeme immunitaire pas totalement
fonctionnel

Matériel dentaire et instruments
endodontiques souvent trop larges
pour les canaux radiculaires : nécessité
d’utiliser du matériel adapté

Souris

Une seule dentition

Répartition de I’émail incisive : comme
celle du rat

Incisives ont une croissance continue
Molaires subissent des modifications
complexes de leur physiologie avec le
vieillissement

Evolution des maladies parodontales
tres différentes a I’lhomme

Systeme immunitaire pas totalement
fonctionnel

Matériel dentaire et instruments
endodontiques souvent trop larges
pour les canaux radiculaires : nécessité
d’utiliser du matériel adapté

Furets

Comme les Hommes, ils ont une denture
temporaire et denture permanente
Evolution des maladies parodontales
similaires a ’'Homme
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b. Interprétation des résultats

L'interprétation des résultats sur I'organe cible est plus facile que dans la recherche
in vitro car I'organe évolue dans son environnement biologique. Néanmoins, méme si un des
avantages de I'in vivo est de pouvoir déterminer des effets systémiques et non locaux, un
effet néfaste peut passer inapercu s’il est non recherché et donc non évalué.

De plus, la durée de I'essai est parfois trop courte par rapport au temps d’apparition
de I'effet secondaire qui ne pourra donc pas étre détecté avant les essais cliniques chez
I'Homme.

Par ailleurs, les manipulations génétiques permettent d’engendrer des animaux
porteurs de variations génétiques observées chez I’'homme, et dont I'expression peut étre
modulée de fagon ciblée dans I'espace et le temps. Cette simulation permet de se
rapprocher au mieux des pathologies étudiées et aussi d’explorer le role physiologique de
ces genes. Par exemple, nous sommes capables d’induire un diabéte a un animal pour
ensuite chercher le meilleur moyen pour le traiter.

En revanche, dans le domaine dentaire, il est parfois compliqué de reproduire les
pathologies cibles comme la carie ou la Iésion parodontale (9). Il faut trouver un animal qui
développe les mémes pathologies que nous, ou bien les lui induire.

Le rat est I'animal le plus utilisé dans les recherches in vivo portant sur les domaines
de la chirurgie, 'anesthésie, 'implantologie, la parodontologie, 'endodontie et I'orthodontie
(42). Les chercheurs comparent les différentes caractéristiques des animaux a disposition
pour choisir celui le plus adapté a leur domaine de recherche.

c. L'éthique

Le principal inconvénient de la recherche sur modele animal est la question éthique
gu’elle souleve. Bien que I'expérimentation sur les animaux ait longtemps été considérée
comme imputable a la recherche fondamentale pour [I'évaluation toxicologique des
substances, elle est de plus en plus contestée par |'opinion publique qui considéere certains
animaux trés proches de I'Homme et méritant donc les mémes protections. Les
mouvements d’opposition a la pratique sur les animaux se sont amplifiés ces derniéres
années, on peut citer notamment l'initiative citoyenne européenne dite « Stop-vivisection »,
et ont conduit a des réponses politiques et législatives de la part de la commission
Européenne (43).

En effet, aprés avoir gradué les souffrances subies par les animaux en
expérimentation dans les laboratoires anglais, W.M.S. Russell et R.L. Burch ont développé un
programme de mise en place et de développement de lignes directrices dites "humaines ",
appelé la "regle des 3 R". Ces guidelines sont désormais réglementées par le Conseil de
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I’Europe (convention STE n°123), I’'Union Européenne (directive 2010/63/UE) et la France

(44).

La regle des 3R comprend les points suivants : Reduce (réduire) le nombre d’animaux

en expérimentation, Refine (raffiner) la méthodologie utilisée et Replace (remplacer) les
modeles animaux.

* Réduire
Le but de ce point est de réduire le nombre d’animaux utilisés dans le cadre

d’expérimentations (45).

Cet objectif peut étre atteint de différentes manieres :
Limitation aux expériences considérées comme indispensables
Réduction des répétitions inutiles. Nous avons parlé précédemment (voir partie |) de
I'un des principes fondamentaux de la recherche expérimentale qui consiste en la
confirmation des résultats par les pairs. Le but de ce point est de limiter les études
répétitives, et donc le nombre d’animaux utilisés, réalisées dans un pays pour aligner
les résultats publiés aux exigences législatives d’un Etat en vue d’une autorisation de
mise sur le marché ou d’une vérification d’innocuité/toxicité. Cela passe par une
harmonisation sur le plan européen et international des exigences en sécurité (essais
toxicologiques par exemple), des normes en rigueur et de reconnaissance mutuelle
de la validité des protocoles et des données scientifiques.
Rédaction d’'un protocole expérimental précis et pertinent, qui ne nécessitera pas
d’autres essais sur les animaux pour vérifier les données. Il doit permettre de
déterminer le nombre exact d’animaux nécessaires a I|'obtention de résultats
statistiquement significatifs afin de ne pas en utiliser plus qu’il n’en faut.

Le protocole doit déterminer un modeéle animal proche sur le plan biologique
pour diminuer la variabilité des résultats.

* Raffiner
Le concept du raffinement est de veiller au bien-étre animal tout au long de leur vie

et durant les différentes étapes du protocole expérimental(46).

On peut raffiner avant I'expérimentation en améliorant les conditions de transport,
d’élevage et d’hébergement des animaux et entrainer les animaux a coopérer grace a
du renforcement positif. On essaye d’améliorer leur bien-étre et diminuer leur état
de stress. Depuis une vingtaine d’années, on peut noter des progres considérables
dans ce domaine : la taille des cages a augmenté, les primates ont des voliéres
comparables a celles des zoos et les souris ont droit a un environnement enrichi et
amélioré.

Le raffinement durant I'expérimentation concerne les méthodes choisies et les
protocoles. Les avancées dans les techniques d’imagerie non-invasives permettent
notamment 'obtention de résultats sans chirurgie et avec un plus petit nombre
d’animaux. L'utilisation d’analgésies et anesthésies est également recommandée lors
de tests douloureux.
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- Le raffinement continue apres I'expérimentation en exploitant au mieux les résultats
fournis.

e Remplacer
Ce point encourage le chercheur a ne pas réaliser ses expériences sur I’'animal quand
cela est possible, c’est-a-dire utiliser des méthodes alternatives comme la modélisation in
vitro, la culture d’explants, les bioréacteurs, les organes artificiels, I'ingénierie tissulaire in
vitro ou des modeles bio-informatiques. C’est dans ce but que nous développerons plus tard
la culture cellulaire en 3 dimensions pour les recherches sur la biologie pulpaire (44).

Les bioréacteurs, retrouvés également sous la dénomination de fermenteurs, sont
des appareils qui permettent la multiplication des micro-organismes (bactéries, levures,
cellules animales ou végétales) en controlant les conditions de culture (température, pH,
aération...).

Figure 17 : Culture de cellules mammiféeres effectuée dans un bioréacteur de
laboratoire
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4) La recherche in vivo appliquée a la biologie pulpaire

La biologie pulpaire étudie la biologie cellulaire de la pulpe dentaire in vitro, mais
également les spécificités odontologiques de I'organe dentaire, en prenant compte de son
environnement.

Cela signifie que le modele animal qui fera I'objet d’expérimentations doit étre assez
proche de 'Homme sur le plan biologique, mais aussi sur le plan odontologique. C’'est en
cela que le choix de ce modéle est complexe, pas uniguement dans le domaine de la
régénération pulpaire, mais dans le domaine de I'ingénierie tissulaire en général (76).

Actuellement, les recherches sur la biologie pulpaire cherchent a développer de
nouvelles substances pour améliorer la régénération de la pulpe, diminuer la douleur
inflammatoire, la cicatrisation pulpaire et chercher une bioactivité des matériaux. Les
modeles animaux utilisés dans ce cadre sont divisés en deux catégories : les modeles
ectopiques et les modeéles orthotopiques.

a. Les modeles ectopiques

Définition

Les modeéles ectopiques sont les modeles les plus utilisés actuellement dans la
recherche sur la régénération. lls consistent a implanter le produit d’ingénierie tissulaire de
maniere sous-cutanée ou intra musculaire chez I'animal. La localisation dorsale en sous-
cutané est la plus courante, mais il existe aussi des implantations dans la capsule rénale (37).

Ce modele est choisi dans le cadre de recherches biologiques sur les caractéristiques
des cellules souches ou pour étudier différents matériaux utilisés en tant que matrice dans
I'ingénierie tissulaire.

Lors de recherches in vivo sur modeles ectopiques, les modeles animaux utilisés sont
souvent de petits gabarits comme les rats ou souris, qui sont plus acceptés éthiquement que
les chiens et chats par le grand public (ces animaux sont considérés comme des animaux de
compaghnie). lls offrent aussi I'avantage d’étre plus manipulables que les animaux de grandes
tailles et moins colteux. Un autre avantage est la possibilité d’utiliser plusieurs sites
d’implantation chez le méme animal ce qui permet de comparer différentes méthodes tout
en se libérant du facteur d’erreur de la variabilité de réponse en fonction de I'individu mais
aussi de favoriser la regle des 3R (37).
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Figure 18 : Photographie d'une souris avec un greffon sous-cutané placé de maniere controlatérale au site
d'incision. Prescoot et al (47)

ii.  Avantages

Dans le cadre de I'exploration de la biologie pulpaire, le modele animal ectopique
présente un intérét majeur par rapport aux expérimentations in vitro. En effet, il met en
relation le systeme implanté, bien souvent une dent contenant le produit d’ingénierie
tissulaire développé préalablement in vitro, avec le systéme vasculaire de I’héte.

L'angiogenese, c’est-a-dire le processus de formation de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir de capillaires préexistants, est primordiale pour la biologie pulpaire. On
retrouve ce phénomeéne de revascularisation lors du traitement de dents immatures, de la
réimplantation de dents avulsées suite a un trauma ou bien dans les protocoles de
régénération pulpaire.

Lors des expérimentations in vitro, les cellules sont maintenues vitales grace au
milieu de culture contenant les nutriments nécessaires a leur croissance mais il n’y a pas de
systeme vasculaire viable.

Lors de I'implantation d’un greffon, les cellules endothéliales se différencient en des
micro vaisseaux fonctionnels afin de s’anastomoser avec la vascularisation de I'animal (48).
Les études de I'équipe de NoOr et al (33), ont observé les cellules endothéliales dispersées
dans la matrice dés le premier jour d’implantation, puis sous forme de structure tubulaire
vide au jour 5. Entre le 7°™ et le 10°™ jour, on observe que les cellules endothéliales
constituent des micro vaisseaux fonctionnels. Cette anastomose entre le greffon et I’'animal
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permet une vascularisation du greffon et donc un apport de nutriments et oxygéne aux
cellules implantées.
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Figure 19: Photographies de coupes microscopiques a grossissement x1000 du développement de micro
vaisseaux dans une souris immunodéficiente. (a) formation de structures tubulaires vides a 5 jours. (b, ¢, d) Les
cellules endothéliales migrent a l'intérieur des tubes autour des jours 5 a 7, afin de le diviser en 2 ou 3 petits
vaisseaux. (e,f) 14 jours apres 'implantation, des cellules sanguines de la souris sont visibles dans la lumiere des
micro vaisseaux.

iii. Limites

En revanche, ce modele d’étude présente certaines limites. La localisation du produit
d’ingénierie tissulaire dans une région structurellement différente de celle concernée
cliniqguement permet difficilement d’obtenir des résultats pertinents pour une application
clinique.

De plus, il a été montré que les résultats expérimentaux de régénération tissulaire
variaient de maniére significative selon le site d’'implantation ectopique (49).

Pour finir, il s’agit d’'un modele simplifié, dont le but est de mettre en relation un
produit d’ingénierie tissulaire ou la substance avec le systeme vasculaire de |'organisme,
mais il ne mime absolument pas les conditions retrouvées cliniquement lors d’un protocole
de régénération pulpaire. On note notamment I'absence d’interactions avec le systeme
nerveux et lymphatique de I’hdte, le rongeur étant immunodéprimé. En effet, le systeme
immunitaire de I’'h6te détecte les antigenes inconnus a la surface du greffon et 'attaque :
c’est un rejet. Ce rejet peut étre sévere et détruire le produit implanté, c’est pourquoi
I'animal est traité par des immunosuppresseurs qui éliminent sa capacité a reconnaitre et
détruire des substances étrangéres (50).
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b. Les modeles orthotopiques

Lorsque I'implantation de I'objet d’étude est localisée sur le site anatomiquement
correct, il s’agit d’'un modele orthotopique. Ces modeles se rapprochent plus de la situation
clinique et sont généralement utilisés apres la recherche sur modeles ectopiques. Dans le
cadre de la régénération pulpaire, ils consistent en I'application des produits directement
dans la dent de I’'animal, et donc une mise en situation proche de la physiologie et biologie
clinique. Les systemes vasculaire, nerveux et lymphatiques sont fonctionnels, et les réactions
cellulaires suite aux stimuli sont naturelles.

Figure 20 : Préparation endodontique de la racine mésiale de la premiere molaire chez le rat. Moreira et al, 2016

(29)

Dans le cadre de la recherche orthotopique, le chien est I'animal le plus utilisé et sa
grande taille permet la mise en ceuvre du protocole clinique pour appliquer la substance.
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L'expérience évalue ainsi les comportements précliniques du produit de régénération
pulpaire, mais également la faisabilité et la pertinence du protocole qui pourra étre appliqué
ensuite chez 'Homme (37).

Néanmoins, I'utilisation de ces modeles porte a débat d’un point de vue éthique car
ces animaux sont considérés comme des animaux de compagnie, et le colt est nettement
supérieur. De plus, ces modeles présentent des contraintes notamment au niveau de
I’élevage et leur croissance plus lente que les rongeurs.

La demande de modeles animaux dans le cadre d’expérimentations sur la biologie
pulpaire augmente. Premierement, une analogie inter-especes n’est jamais parfaite, que ce
soit au niveau des symptomes ou bien des réponses aux traitements. Cette raison justifie
I'intérét des chercheurs a multiplier les modeles afin de croiser les résultats et étre plus
prédictifs sur une application clinique potentielle chez 'THomme. D’autre part, les avancées
prometteuses des recherches réalisées au cours de la derniere décennie vont certainement
augmenter le nombre d’études orthotopiques dans le domaine de la régénération pulpaire
(51).

A ce jour, il y a donc une réelle nécessité de trouver des modeles alternatifs et plus

proches de I'Homme qui permettraient un développement plus rapide et plus efficace du
domaine de I'ingénierie tissulaire pulpaire ainsi qu’une prédictibilité accrue des résultats.

c. La partdel'imagerie dans la recherche in vivo

Les études ont longtemps été réalisées uniquement a travers des analyses
histologiques post mortem, ce qui nécessitait des cohortes importantes afin d’étudier les
différents temps de cicatrisation. L’introduction de méthodes d’imagerie in vivo non
invasives dédiées permet actuellement d’étudier plus finement les différentes étapes de
I'intégration du matériau et de la cicatrisation chez le petit animal (souris, rat), en utilisant
un seul groupe étudié a plusieurs temps, sous anesthésie générale (52). Ces techniques
donnent acces a de nombreux parametres anatomiques et physiologiques.

L'utilisation de I'imagerie par rayons X offre des informations rapides sur I’évolution
des maladies carieuse ou parodontales, ainsi que sur la structure minérale des dents. Cette
technique rapide et relativement peu colteuse présente cependant l'inconvénient de
présenter un contraste peu marqué pour les tissus mous (53).
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Figure 21 : Image radiographique de la canine d'un furet (30)

L'utilisation de microscanner d’animaux vigiles permet I'appréciation de la
morphologie et quantification des structures osseuses et minérales sans sacrifice de I'animal
(52).

Lors du sacrifice de I'animal, des coupes histologiques sont possibles pour comparer
avec les données de I'animal vigile.

En conclusion, en plus des enjeux économiques et éthiques, I'expérimentation in vivo
sur modele animal présente progressivement ses limites. Elle ne peut pas reproduire
fidelement la réponse humaine et de nombreuses pathologies sont spécifiques a certaines
especes (par exemple la parodontite doit étre induite chez le chien avec des ligatures). De
plus, la principale cause d’échec d’'un nouveau médicament lors de I'essai clinique est la
toxicité hépatique, qui n’a pas pu étre suffisamment anticipée sur le modeéle animal (54).
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IV. Les structures organoides en endodontie

1) Les structures organoides en général

Il y a un besoin éthique et financier de créer un modele qui schématise a la fois
I’organisation cellulaire de I'organe cible ainsi que ses fonctions, afin d’explorer la diversité
des réponses des organismes a leur environnement (55).

C'est ainsi que le milieu de la recherche s’est intéressé au développement de
systemes modeles plus proches de 'Homme en termes de prédictibilité. En combinant la
maitrise grandissante des outils de controle de la différenciation cellulaire avec celle de
I’édition des génes et celles des technologies de culture multidimensionnelles, des
innovations majeures voient le jour (56).

Les structures organoides sont donc des constructions multicellulaires en trois
dimensions qui reproduisent a certains niveaux la complexité de la structure d’un organe et
ses fonctions (57).

Ces objets biologiques que I'on nomme organoides, se démarquent des simples
cultures par la capacité a reproduire au moins une fonction de I'organe qu’ils miment (56).
L’exposition des cellules aux contraintes spatiales d’un environnement 3D permet aux
composantes cellulaires de s’auto-assembler, en favorisant les interactions entre cellules, et
d’exercer leurs fonctions physiologiques, conduisant a des micro-organes fonctionnels in
vitro. C'est dans ce contexte biophysique et biochimique que les organoides reproduisent les
fonctions des organes et tissus (55).

Les structures organoides peuvent provenir d’'un organe Humain (exemple tooth
slice) ou de cellules souches (grace a l'ingénierie tissulaire qui forme des cultures en 3
dimensions). Dans la mesure olu ces organoides peuvent étre obtenus a partir de cellules de
sujets humains, ils sont pressentis comme plus prédictifs de la réponse de I'homme a des
processus infectieux (58), a des traitements médicamenteux (59) ou a la distribution et au
métabolisme des médicaments dans les tissus.

Grace a leur manipulation aisée, leur capacité a croitre et la possibilité de les
manipuler génétiquement, elles sont adaptées a I'étude de la physiologie et de la pathologie
des organes in vitro. Les structures organoides sont plus proches des conditions retrouvées
dans le corps Humain et leurs résultats sont plus facilement transposables a une application
clinique (56).

A I'heure actuelle, deux types de structures organoides sont utilisés lors de
recherches sur la biologie pulpaire : la culture cellulaire en trois dimensions et les tooth slice.
La culture cellulaire en trois dimensions utilise I'ingénierie tissulaire pour créer un
modele multicellulaire organisé en plusieurs niveaux. L'ingénierie tissulaire repose sur trois
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éléments : 'utilisation de cellules souches, d’'une matrice extra-cellulaire et des facteurs de
croissance qui permettent la différenciation des cellules souches en cellules ciblées.

Le modele expérimental de tooth slice, traduit littéralement par « tranche de dent »,
guant a lui, nécessite des dents extraites et sélectionnées selon des criteres précis. Il s’agit le
plus souvent de dents de sagesse saines dont on préléve ensuite une coupe transversale
d’un millimetre d’épaisseur. Elles sont ensuite maintenues fonctionnelles grace a un milieu
de culture adapté.
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2) Les cultures cellulaires en 3 dimensions

En tant que produit de l'ingénierie tissulaire, ces cultures sont composées de cellules
souches, d’une matrice extracellulaire et de facteurs de croissance.

Durant la derniére décennie, la multipotence des cellules souches a été exploitée
pour créer des « mini-organes » in vitro, les organoides. lls dérivent de cellules souches
différenciées et qui se sont auto-assemblés en culture de trois dimensions qui recopient la
composition, I'architecture et certaines fonctions d’un tissu (60).

Figure 22: Photographie par microscope électronique de la culture de neurones en 3D

La composition du milieu de culture est essentielle pour le développement et la
croissance des organoides. |l doit maintenir les fonctions des cellules souches ainsi que
guider leur prolifération et différenciation (61).

Les matrices sont indispensables a l'ingénierie tissulaire et correspondent a un
échafaudage dont les cellules se servent de base afin de former un tissu. Elles facilitent
I’apport de cellules, de facteurs de croissance, la survie cellulaire ainsi que les interactions
cellules/matrice (62). Il a été démontré que les matrices maintenaient la viabilité cellulaire,
I’expression génique, les capacités d’adhésion et la structure cellulaire des cellules souches
mésenchymateuses d’origine dentaire (63).

Il existe des matrices a base d’hydrogel ou bien inertes. Les matrices issues
d’hydrogels peuvent étre d’origine animale (collagene), végétale (alginate) ou synthétique.
Les matrices inertes sont composées de biomatériaux comme les polymeres ou le titane
(64).

Grace a leurs propriétés de biodégradabilité, de biocompatibilité et leur faible
antigénicité, les polymeres sont largement utilisés pour constituer les matrices.

Le Poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) est un copolymeére communément retrouvé
comme biomatériau et ses propriétés mécaniques et physiques sont tres utiles pour
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I'utilisation clinique (65). Les matrices a base de collagéne, de céramique HA/TCP
(hydroxyapatite) ou bien de titane, promeuvent de maniere égale la croissance et la
différenciation de DPSCs in vitro (66).

Cependant, la diffusion de I’air et des nutriments dans une matrice statique n’est pas
équitable pour chaque cellule. C’est pourquoi I’équipe de Li et al (2017), a testé une matrice
avec microcavités simulée de maniére dynamique (SMG: simulated microgravity). Les
résultats de I'étude montrent une augmentation de la capacité de différenciation
odontogénique et proliférative des cellules souches par rapport a un systeme avec une
matrice statique (62).
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Figure 23 : Effets de la culture en 3D avec une matrice SMG sur la croissance de DPSCs in vitro a [ et 7 jours

a. Comparaison 2D/3D

Les cultures en 3 dimensions se distinguent des cultures en 2 dimensions
(monocouches et monocellulaires) en promouvant un haut niveau de différenciation
cellulaire et d’organisation tissulaire.

La particularité et la clef des cultures cellulaires en 3 dimensions résident en la
capacité des cellules a s’auto-organiser et créer des voies de signalisation et des interactions
avec la matrice extracellulaire (67).

Les cultures cellulaires en 3D ont une durée de vie prolongée par rapport aux cultures
monocouches et monocellulaires des études in vitro classiques, c’est-a-dire en deux
dimensions. 1l s’avere que leur durée de vie est également supérieure a celle des
préléevements par biopsie des organes issus du corps humain pour des études in vivo. Cette
différence de viabilité s’explique par la stabilité accrue des modeles en 3 dimensions grace a
la matrice extra-cellulaire. Les équipes de Bercu et al, 2013, ont obtenu des modeéles stables
pendant plus de 2 mois dans le cadre de recherches sur les cellules du cordon ombilical (68).
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Les cultures en 3D sont constituées de cellules différenciées et non différenciées
baignant dans une matrice cellulaire. Il a été montré (Li et al, 2002) que les cellules cultivées
dans une matrice plutét que dans une culture en 2D, ont des taux de prolifération plus lents
et sont capables de survivre plus longtemps grace a la communication entre les cellules et
I’échange de signaux.

Des études utilisant le systeme en 3D ont permis une meilleure compréhension des
mécanismes impliqué dans la prolifération cellulaire. En contrélant le taux d‘hydrogels dans
les matrices, on peut jouer sur leur élasticité et rigidité jusqu’a trouver I'environnement
optimal pour la différenciation des especes cellulaires spécifiqguement étudiées. Ainsi les
cellules peuvent changer de forme et créer des connections entre elles (67). La mobilité
cellulaire est un prérequis nécessaire a I'’étude de la biologie pulpaire et sa régénération. La
diversité des modeles possibles en jouant sur la composition de la matrice optimisent une
mobilité proche de celle retrouvée chez I'Homme (1).

Dans les structures organoides, les cellules croissent dans un environnement
complexe constitué de différentes cellules et d’'une matrice bien structurée. Les observations
montrent un comportement cellulaire mimétique a I'in vivo caractérisé par une adhésion
intercellulaire ainsi qu’'une communication par des signaux entre les cellules. Dans la culture
in vitro dite « classique », c’est-a-dire monocellulaire et monocouche, il existait déja des
signaux intracellulaires ce qui correspond a des signaux entre cellules de méme espéce. Dans
le modele expérimental en trois dimensions, les signaux permettent également une
communication intercellulaire, plus précisément entre les différentes especes de cellules qui
constituent le tissu (1).

En effet, les lignées hétérocellulaires retrouvées dans les structures organoides se
comportent comme des co-cultures, reproduisant les réponses de I'organe cible face a
différents stimuli, facteurs, et offrent une meilleure compréhension de la complexité
physico-chimique des réactions d’un organe.

Les cellules cultivées en tant que modeles en 3 dimensions montrent donc de
nombreuses caractéristiques plus proches des conditions de I'in vivo que les cultures en 2D
(69). Ces modeles d’étude ont prouvé étre plus réalistes pour interpréter les résultats d’une
étude et se projeter sur les applications in vivo. Alors que les cultures cellulaires en 2D nous
offrent un matériel d’étude homogene, cultiver les cellules en 3 dimensions les imposent de
se comporter d’'une maniere plus proche des conditions naturelles (1) .

b. Domaines d’application

Ces modeles permettent de mieux appréhender les interactions entre les cellules a
I’état physiologique mais ils ont également un domaine d’applications variées dans la
recherche biomédicale. En effet, en jouant sur la composition de la matrice extracellulaire et
la différenciation cellulaire des cellules souches, on peut obtenir des structures organoides
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diverses et variées, adaptées a tout type de recherches. On obtient un grand nombre
d’information cellulaire pour la recherche fondamentale mais cette flexibilité de culture
étend les recherches aux applications thérapeutiques.

* En biologie et ingénierie tissulaire

Grace aux nombreuses interactions intercellulaires et au fort mimétisme des
structures organoides, elles constituent un excellent modele pour les études du
développement biologique et pour I'ingénierie tissulaire. En effet, grace aux mécanismes de
controle cellulaire, signalisation cellulaire, mutation et vieillissement cellulaire, les structures
organoides reproduisent fidelement les fonctions et réponses de I'organe cible. Elles ont
permis une meilleure connaissance des fonctions cellulaires comme la prolifération,
I’adhésion, la survie cellulaire, la morphologie et I'impact du microenvironnement sur la
réponse cellulaire. Ces connaissances ont de nombreuses applications dans la biologie
régénérative et d’autres domaines thérapeutiques (1).

De plus, les organoides permettent aux chercheurs de comprendre la morphogénese
qui mene a la formation d’organes et de tissus (70).

e En pharmacologie

La recherche en phase pré-clinique in vitro donne trés peu d’informations sur le
comportement toxicologique des nouveaux médicaments. Il est ensuite nécessaire de faire
de nombreux tests sur les animaux pour établir une dose efficace, une dose tolérance et une
dose létale. Ce sont des tests longs, trés colteux et qui posent des problemes d’éthique. Les
structures organoides comblent I'écart entre I'in vitro conventionnel et les tests sur modeles
animaux grace a |’évaluation des actions synergiques et des doses de tolérances in vitro. Les
structures organoides offrent une prédictibilité accrue sur les résultats humains au lieu de
ceux animaux, tout en ayant un co(t inférieur.

Ainsi la recherche pharmacologique peut gagner en efficacité notamment pour la
sélection de médicaments, |’évalaution de la toxicité et des substances inefficaces a un stade
plus précoce de la recherche pré-clinique. L'utilisation de ce modele d’étude entre I’in vitro
et l’in vivo est donc plus simple et constitue un outil efficace pour établir la génotoxicité, la
cytotoxicité et les effets a long terme des médicaments, ce qui était impossible jusqu’alors
car la durée de vie cellulaire des cultures en 2 dimensions est trop courte. Les structures
organoides optimisent la phase pré-clinique et réduisent le nombre d’animaux nécessaire
pour la suite des expérimentations (1).

* En cancérologie

Jusqu’a présent, il y a une grande difficulté a produire des traitements anti-cancéreux
efficaces de par la prédictibilité limitée des modeles in vitro (56). Les structures organoides
mimant des tumeurs réagissent plus fidelement aux essais de médicaments anti-cancéreux
qgue les cellules en 2D. En effet, les cellules tumorales organisées en trois dimensions se
disposent selon les trois couches d’une tumeur avec le centre nécrotique, le stroma tumoral
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et la couche externe proliférative. On retrouve de nombreuses caractéristiques de la
croissance in vivo des cellules cancéreuses dans les cultures en trois dimensions, en
particulier durant la croissance primaire de la tumeur, avant I'apparition de la vascularisation
tumorale.

Les recherches sur le cancer concernant les biomarqueurs, I'invasion tumorale, les
métastases et I'angiogénese tumorale ont largement utilisé des structures organoides
(71,72).

* Un modele pour étudier maladies infectieuses

Les structures organoides remplissent régulierement leur promesse de modéliser des
maladies humaines, contrairement aux animaux qui n’expriment pas forcément les mémes
pathologies et mémes symptomes cliniqgues que nous. Comme ils contiennent différents
types cellulaires du tissu d’origine, les organoides peuvent copier les maladies infectieuses et
leur relation avec I'héte.

Prenons I'exemple du virus ZIKA, qui induit des modifications tératogénes sur les
nouveau-nés quand une mere est infectée lors de sa grossesse. Des cerveaux-organoides ont
permis de comprendre le mécanisme d’infection du virus lors du développement
embryologique du cerveau (74) et ainsi de créer un traitement pour prévenir et guérir du
virus ZIKA.

c. L’application en biologie pulpaire

* Etude de 'odontogénese

En 2019, I'’équipe de Rowoski et al (2019), a reproduit I'élément déclencheur des
premieres étapes du développement in vivo de la dent: le processus de condensation
mésenchymateuse. Pour ce faire, ils ont édifié un organoide de la taille d’'un germe de dent
humaine qui exprimait les marqueurs de I'odontogénese a partir de cellules souches de la
pulpe dentaire (DPSCs).

Afin d’imiter le processus de condensation, les DPSCs étaient cultivées en suspension.

(a)

(b) ()

4

Figure 24: Isolement et caractérisation des cellules de la pulpe dentaire (75)
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(a) Prélevement de la pulpe dentaire d’un extrait de dent

(b) Formation d’une culture in vitro de DPSCs 72h apres le prélevement

(c) Prolifération des cellules de DPSC dans des conditions de culture cellulaire standard.
On observe la morphologie en fibroblastes

Aprés 12h, les cellules souches ont été intégrées a un réseau cellulaire ou elles se
sont organisées jusqu’a créer des adhésions et voies de signalisations entre elles.

Ainsi, un systeme in vitro en 3 dimensions s’est créé sous la forme d’une
condensation mésenchymateuse de 500 micromillimetres de diametre qui mime son
équivalent humain in vivo durant I'odontogénese. Dans ce modele de culture, I'organoide

Figure 25:Interaction de la condensation mésenchymateuse avec les cellules
épithéliales. Les analyses immunohistologiques (b-f) montrent une organisation
structurée a l’intérieur de la coculture apres 4 semaines. (g) La coloration a [’éosine
montre une structure épithéliale en cerclage, indiquant la migration des kératinocytes a
Uintérieur de la condensation mésenchymateuse. En (h), la coculture est analysée grace
a l’auto-fluorescence. Dans (i), on observe les odontoblastes en vert et les kértinocytes
gingivaux en rouges grdce a des marqueurs sous microscopes a fluorescence. (75)

formé a partir des DPSCs pouvait induire des transcriptions de génes odontogéniques sur les
cellules qui ont lieu lors du processus de condensation in vivo. En effet, I’étude a montré que
le modele produisait du TGF-B, un facteur de croissance impliqué dans le processus de
condensation mésenchymateuse, en régulant la prolifération cellulaire et I'expression de
certains génes comme DSPP (a 'origine de la création de la dentine) et DMP1 (a 'origine de
la minéralisation de la dentine). Ce phénomene était impossible a reproduire avec les
cultures cellulaires en 2 dimensions.
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L’analyse de la transcription lors des phases précoces de I'odontogénése a révélé que
les génes exprimés sont stimulés par des voies de signalisations et fonctions biologiques en
rapport avec la condensation mésenchymateuse in vivo.

Cette méthode a présenté un modele et outil efficace pour les analyses des
mécanismes mésenchymateux sans utiliser de modéle animal. De plus, la culture de cellules
DPSCs issues de dents de sagesse va permettre le développement de stratégies
prometteuses dans la régénération dentaire (75).

e Culture de cellules mésenchymateuses issues de la pulpe dentaire

La découverte des cellules souches et de leur potentiel de différenciation et de
prolifération a révolutionné l'ingénierie tissulaire. Malgré tout, leur utilisation reste difficile
en raison des questions éthiques et de I'accessibilité de la source des cellules (par exemple la
moelle osseuse). L'une des percées de la recherche sur les cellules souches est la découverte
des cellules couches issues des tissues dentaires (33). Accessibles lors d’'une simple
extraction dentaire, ces cellules d’origine mésenchymateuse sont capables de se différencier
sous linfluence de facteurs de croissance dans différentes lignées cellulaires:
ostéogéniques, adipogéniques et neurales. Leur préléevement souléve peu de questions
éthiques et permet d’obtenir un grand nombre de cellules (76).

Les cultures en monocouche de ces cellules souches ne permettent pas d’utiliser
pleinement leur potentiel. Au contraire, les cultures de cellules en 3 dimensions miment
mieux la situation in vivo ce qui facilite la différenciation, la communication intercellulaire et
I’expression des cellules souches. L'utilisation de micro-échafaudages poreux dans ce cadre
offre de nombreux avantages grace a une large surface de contact, une moindre quantité de
milieu de culture et I'organisation des cellules en 3 dimensions pour leur croissance, comme
retrouvée dans I'in vivo.

L’équipe de Ronak et al (2016), a les cellules souches de la pulpe dentaire (DPSCs)
cultivées avec des micro- échafaudages de PLGA (poly (lactic-co-glycolic acid)).

Elles ont maintenu leur plasticité, leur multipotence, et se différencient aprés
stimulation appropriée dans chacune des lignées adipogéniques, ostéogéniques et neurales.
Cette recherche conclue que l'action combinée de la multipotence des DPSCs avec les
matrices en PLGA peut étre employée dans I'ingénierie tissulaire de la régénération d’os, de
tissu adipocyte, de tissu endodontique, de cartilage et de tissu nerveux (63).

* Etude de la genése de kystes périapicaux

Les lésions périapicales sont fréquentes chez les adultes, avec une tres forte
prévalence des kystes radiculaires (60-75%). Leur expansion a des conséquences cliniques
comme le déplacement des dents ou des fractures alvéolaires (77). Ces kystes radiculaires
peuvent persister méme aprés le retraitement canalaire (78). Comprendre le role des
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facteurs biologiques dans la genese de ces kystes est important pour I'amélioration des
stratégies thérapeutiques de la biologie pulpaire.

Les mécanismes de la formation d’un kyste radiculaire et le role de son
environnement (cellules épithéliales, le stroma, la matrice extracellulaire et I'os) sur sa
croissance, son maintien et sa régression ne sont pas totalement compris. Il y a encore 2
théories qui subsistent pour expliquer la formation d’une cavité lors de I'inflammation péri-
apicale. La premiere soutient que la nécrose au centre de l'ilot épithélial crée la cavité
kystique (79) ,alors que la seconde, soutenue par Nair et al (2008) (80), présume que
I’épithélium prolifere autour de I'inflammation initiale ou du foyer nécrotique.

Les connaissances sur les kystes radiculaires proviennent pour la plupart de
descriptions a partir de biopsies (Guler et al, 2012)(81). Lors de ces observations, le kyste a
déja atteint un stade avancé, et ces études ne nous donnent pas d’informations sur le
développement précoce.

L’équipe de Laureano et al (2019) a travaillé sur un modele expérimental de la genese
kystique in vitro qui pourrait tester ces théories et étudier les effets mécaniques de
différents facteurs de croissance durant le développement du kyste et son maintien (82).
L'issue finale est le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Ils ont utilisé des sphéroides tumoraux dérivés de lignées épithéliales et les ont
intégrés a des matrices de collagene en 3 dimensions afin de créer des cavités kystiques
similaires a celles observées in vivo. En recréant le microenvironnement des kystes, ce
modele expérimental mime la morphologie microscopique et les caractéristiques des kystes
cliniqgues, comme l'organisation structurale.

Figure 26: Microphotographie de la cavité kystique formée grdce aux sphéroides en 3D dans une matrice en
collagene au bout de 3 jours. On observe une cavité a 3 jours (a) et 5 jours (b) avec une lignée épithéliale et une
morphologie similaire aux kystes radiculaires de I’Homme (c). a, b et ¢, montrent de nombreuses couches de cellules
épithéliales.
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En revanche, ce modeéle differe de la situation clinique par I'absence des
responsables de I'apparition d’un kyste radiculaire : I'inflammation et les cellules impliquées
dans l'inflammation. L’'équipe de Laureano soutient que ces éléments seront rajoutés
directement dans le systeme in vitro lors des prochaines étapes de développement de ce
modele en 3 dimensions.

L'utilisation de modeéles en 3 dimensions pourra étre utilisé pour évaluer les

différentes étapes du maintien du kyste dans le temps et tester de nouvelles thérapeutiques
pour les réduire.
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3) Le modele expérimental Tooth slice

Les avancées de lingénierie tissulaire et de la biologie des cellules souches ont
amené de nouvelles stratégies pour la régénération pulpaire. Quelques modeles
expérimentaux pré-cliniques sont disponibles pour les études du mécanisme de la
régénération de la pulpe dentaire chez 'homme : le modele tooth slice / scaffold en fait
partie. lls utilisent le pole de cellules souches d’origine dentaire en espérant les différencier
en cellules pulpaires pour régénérer les tissus.

Jusqu’a présent, les études pour comprendre ce mécanisme de différenciation

demandaient une approche in vitro puis une recherche in vivo afin de valider les résultats.
De plus, utiliser une pulpe humaine serait idéal pour la prédictibilité des expériences.

a. Développement du modele Tooth Slice

L’ébauche du modele Tooth slice a vu le jour grace a I’étude de Sloan et al en 1998,
qui cherchait un nouveau modele expérimental afin d’étudier le complexe pulpaire.

Pour ce faire, ils ont coupé des tranches de dents a partir d’incisives de rats et ont
réussi a maintenir in vitro leur viabilité pendant 14 jours dans des boites de Petri. Durant
cette période, le complexe dentino-pulpaire était viable. La morphologie et I'organisation du
tissu pulpaire étaient préservés. Des observations au microscope ont prouvé que le
phénotype et la viabilité des odontoblastes étaient également maintenus tout au long de la
culture, a 2, 5, 7 et 14 jours (83). De plus, les résultats des radiographies montrent une
sécrétion et une synthese continue des composants de la matrice extra-cellulaire par les
odontoblastes (83).

Prés de 10 ans plus tard, une équipe de chercheurs, Gongalves et al, a voulu utiliser la
méthode de Sloan pour étudier I'angiogénése in vitro. Aprés prélevement de tranches de
dents, ils les ont implantées de maniére sous-cutanée chez une souris immunodéficiente
pour déterminer si une pulpe dentaire humaine pouvait garder sa viabilité chez un hote
animal pendant au moins 7 jours. On peut déja noter qu’ils ont utilisé des dents de sagesse
humaines contrairement a Sloan qui avait utilisé des incisives d’origine animale. Le paralléle
des résultats avec la réalité clinique est plus fiable.

Cette étude a montré la présence de vaisseaux sanguins fonctionnels dans la
chambre pulpaire des tranches de dents implantées plusieurs jours chez la souris. Cela
suggere que les vaisseaux sanguins existants ont été capables de s’anastomoser avec le
systeme circulatoire de I’h6te pour rétablir I'apport d’oxygene et de nutriments. Grace a
cette circulation sanguine, les cellules et tissus pulpaires sont restés viables et peuvent
communiquer entre eux, comme ils le faisaient en bouche (84).
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b. Le modéle Tooth Slice/Scaffold

Plus récemment en 2011, une équipe a cherché a développer un modele d’étude
permettant I’étude translationnelle de la régénération de la pulpe dentaire Humaine : ils ont
créé le Tooth Slice/Scaffold Model (85). Cette dénomination fait part de la combinaison
entre une tranche de dent et un échafaudage ou matrice dans le cadre de l'ingénierie
tissulaire de la pulpe dentaire. Sakai et al, se sont inspirés des recherches de leurs
prédécesseurs Sloan (1998) et Gongalves (2007).

Le concept de ce nouveau modele est d’associer une tranche de dent avec
I'ingénierie tissulaire. En effet, des cellules souches de la pulpe dentaire (DPSCs) vont étre
ensemencées sur une matrice biodégradable qui sert d’échafaudage aux cellules pour
s’auto-organiser en réseau et communiquer grace a de nombreuses communications. Ce
produit de l'ingénierie tissulaire est ensuite transplanté dans la chambre pulpaire de la
tranche de dent. Une fois la tranche préparée, elle était implantée de maniere sous-cutanée

Figure 27 : Photographie du modeéle expérimental d'ingénierie tissulaire tooth slice/ scaffold.
(A) une tranche de dent d'lmm d'épaisseur est coupée dans la région cervicale d'une DDS non-cariée et
humaine. (B) Tranche de dent aprés avoir 6té la cavité pulpaire. (C) Insertion d’une matrice PLLA
hautement poreuse dans la tranche de dent. (D) Implantation de la tranche de dent de maniére sous-
cutanée chez une souris immunodéprimée, apres ensemencement de DPSCs. (E) 3 semaines aprés
implantation, on observe un tissu vascularisé dans la chambre pulpaire (69)
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Cette étude a démontré que les DPSCs transplantées chez la souris se sont
différenciées en des odontoblastes Humains et fonctionnels, capables de générer de la
dentine, ainsi qu’en cellules vasculaires qui se sont auto-organisées pour créer des vaisseaux
sanguins et s"anastomoser avec la vascularisation de I’hote, permettant ainsi I’oxygénation
et I'apport de nutriments aux cellules pulpaires.

Cette équipe a utilisé des dents de sagesse humaines. On note a nouveau l'usage
d’animaux qui sont ensuite euthanasiés.

c. Applications du modeéle Tooth slice/ Scaffold

Ces résultats montrent que le modele Tooth Slice/ Scaffold est adapté pour des
études translationnelles qui cherchent a comprendre le potentiel de différenciation des
cellules souches dentaires. L’analyse des données suggére que les tissus pulpaires créés par
ingénierie tissulaire pourront devenir une stratégie dans la revitalisation de dents immatures
nécrosées.

Ce modele est un outil intéressant dans le cadre de I'ingénierie tissulaire de la pulpe
dentaire.

Il est adapté pour des études qui s’intéressent aux mécanismes impliqués dans la
différenciation des cellules souches en odontoblastes et cellules endothéliales (86).

Par exemple, I’équipe de Cordeiro et al (2008), a utilisé le modeéle tooth slice/scaffold
afin d’évaluer les caractéristiques morphologiques d’un tissu formé aprés ensemencement
de SHED (cellules souches issues de dents déciduales) sur une matrice intégrée dans une
coupe de dent. En effet, I'utilisation de SHED pourrait apporter de nombreux avantages a
I'ingénierie tissulaire par rapport aux cellules souches issues de dents permanentes : elles
ont un taux de prolifération plus élevé et sont plus « accessibles » en conservant tout
simplement des dents déciduales lors de I'exfoliation (87).

Tooth slice

Tooth Biodegradable
0 scaffold
(pulp cavity)

Implantation
Anastomosis (subcutaneously)

Cell seeding

A ~

dentaires et d’une matrice biodégradable.
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Figure 28 : Schéma du modele tooth slice/scaffold
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C'est donc grace aux dents déciduales exfoliées que I’équipe de chercheurs a recueilli
des cellules souches (SHED). Elle les a ensuite disposées dans des tranches de dents issues
de dents de sagesse non cariées, mais contenant une matrice a base de polymeres.

Cette étude conclue que les SHED ensemencées dans un modeéle Tooth slice/scaffold
sont capables de se différencier en odontoblastes et de former un réseau microvasculaire, ce
qui constitue un prérequis a la réussite de I'ingénierie tissulaire de tissus et organes (88).

Par la suite, I'équipe de Sakai et al, en 2010, a pu démontrer que les SHED peuvent
se différencier en cellules angiogéniques et odontoblastes, capables de générer de la
dentine tubulaire (89).

Ce modeéle permet la manipulation génétique in vitro des DPSC avant I'implantation
chez la souris. Cela constitue une approche pour évaluer de maniere relativement aisée les
conséquences biologiques des changements d’expression des genes sur le potentiel de
différenciation des DPSCs.

Des équipes l'utilisent également afin de tester I'impact d’un design et de la
composition d’'une matrice sur la différenciation des DPSCs et la génération d’un tissu
pulpaire (90).

De plus, le modele tooth slice/scaffold dispose de caractéristiques qui améliorent la
prédictibilité des études qui I'utilisent. En effet, il implique a la fois de la dentine Humaine et
des cellules souches d’origine humaine pour créer un parallele entre I'in vitro et la réalité
biologique.

d. Un modele en voie de développement

L'utilisation de ce modeéle est prometteuse. En effet, comme vu précédemment, il
permet d’utiliser des cellules humaines dans leur structure d’origine, et donc en conservant
leur organisation en 3 dimensions.

Prenons I'exemple de Lynch et al et de I'étude de 2018 : An ex-vivo model to
determine dental pulp responses to heat and light-curing of dental restorative materials (91).

Il est primordial de vérifier I'innocuité des lampes a photopolymériser lors de la
réalisation de soins conservateurs en composite qui sont des actes courants. En effet, ces
lampes induisent une élévation de la température. Cette recherche a pour but d’étudier les
effets de cette hausse thermique sur la pulpe dentaire. Pour ce faire, elle a utilisé des
tranches de dents maintenues dans un milieu de culture et les a exposées a la lumiére des
lampes.
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Figure 30 : Microphotographie de la coupe de Figure 29: Photographie microscopique d'une
pulpe témoin. Elle présente une pulpe saine et la coupe présentant la pulpe dentaire apres application de
morphologie des odontotblastes est normale la lampe photopolymérisable pendant 30secondes. Les

odontoblastes montrent des dégats visibles dans la partie
supérieure de la coupe. Grossissement x40

L'équipe faisait ensuite une étude histologique des tranches au microscope et a
observé des dommages sur les odontoblastes.

Ce modele ex-vivo de tooth slice offre de nombreux avantages pour comprendre le
résultat de I'application d’une source de chaleur, et permet de réduire le nombre d’animaux
sacrifiés en utilisant plusieurs tranches issues d’une méme dent. De plus, il évite plusieurs
biais de confusion lors du sacrifice animal, de I'extraction dentaire et le traumatisme de la
coupe de la tranche de dent, et sur la viabilité et santé des tissus dentaires (91). Cela permet
une compréhension plus pertinente des effets physiologiques et pathologiques de la chaleur
sur le systeme dentinopulpaire.

Il faut désormais que les chercheurs arrivent a obtenir une angiogénése qui maintient
la pulpe vitale sans implantation de la tranche de dent chez une souris immunodéficiente.
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4) Les limites des structures organoides

Le développement et I'application des structures organoides sont prometteurs mais
encore a leurs débuts. Ces structures suscitent une grande excitation mais afin que cette
promesse biologique se transforme en réalité, il ne faut pas se précipiter. L'engouement
crée des attentes surréalistes et des déceptions au niveau des délais annoncés. Il faut
consolider les connaissances et protocoles, aller petit a petit et faire preuve d’une grande
rigueur en faisant preuve d’autocritique.

Par ailleurs, les regles de bonne pratique et gold standards doivent étre établis pour
I’étude sur organoides. Les protocoles des conditions de culture doivent fournir
suffisamment d’informations et de détails pour permettre a d’autres équipes de reproduire
I’expérience (70). Les criteres doivent étre développés pour que les chercheurs puissent
comparer les types et structures cellulaires d’un organoide a la composition et organisation
de I'organe clé.

C’est un challenge pour les années a venir qui va nécessiter des approfondissements
avant de pouvoir se substituer aux modeles in vivo.

En effet, les organoides schématisent seulement une petite partie du corps humain
et ils ne reproduisent pas de maniere fidele les fonctions complexes des organes. Par
ailleurs, contrairement aux modeles animaux, les organoides offrent seulement une
approximation biologique de I'organe et n’imitent pas le comportement de I'organisme dans
sa totalité. lls manquent des caractéristiques de I'in vivo telles qu’un réseau physiologique
complet ou un systeme immunitaire fonctionnel. C'est pourquoi les résultats issus
d’organoides ont besoin d’étre complétés par des études sur des modeles expérimentaux in
vivo qui ont un organisme complet, et comparées au développement, I'organisation
tissulaire et la physiologie réelle (70).

La création et la manipulation des organoides est plus fastidieuse et colteuse que les
cultures en 2 dimensions. De plus, la plupart des facteurs de croissance sont encore tres
chers et ne sont pas testés spécifiquement pour une telle utilisation. B. Artegiani,
chercheuse a 'université d’Utrecht (Pays-Bas), soutient que I’évolution sera rapide et que les
banques cellulaires vont s’adapter. D’apres elle, beaucoup d’industries ont déja commencé a
commercialiser des réactifs adaptés aux cultures de structures organoides (60).

Il est difficile d’assurer la maintenance au long terme des modeéles en 3 dimensions et
il est souvent nécessaire de les mettre en culture avec des substances dérivées de |'organe
en question et recréer des vaisseaux sanguins afin de garder la vitalité de I'organoide. C'est
le cas lors de certaines expériences avec tooth slice ou la tranche de dent était implantée
chez I'animal pour garantir une angiogénese. Ce point est une limite par rapport a
I'utilisation d’animaux et les études a venir doivent y trouver une solution (42).

De plus, lors de I'utilisation de cellules issues de patient, il est nécessaire d’élaborer

un consentement afin de conserver la confiance du public en l'intégrité des études
médicales. Ce consentement devrait spécifier qu’il autorise le partage de I’échantillon entre
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différents institutions et équipes de recherche (70). Dans le cadre de recherches sur la
biologie pulpaire, nous avons la chance d’avoir une source de cellules souches a disposition
de maniere aisée : les dents de sagesse. Avant l'intervention, on peut faire signer ce
consentement aux jeunes patients (si mineurs, demander autorisation parentale) afin de
récupérer la dent extraite et saine qui fournira de nombreuses cellules.

Pour finir, le modeéle Tooth slice est trés utile pour la biologie pulpaire, en particulier
qguand il est associé a des cellules souches. En revanche, il nécessite pour l'instant une
implantation chez I'animal afin de créer une anastomose entre les vaisseaux de I'héte et de
la pulpe dentaire. Méme si plusieurs greffons peuvent étre implantés chez un méme rat et
donc contribuer a la réduction du nombre d’animaux nécessaire, il serait important de
trouver un moyen de maintenir une vitalité sans euthanasie.
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V. Conclusion

La recherche in vitro apporte des renseignements sur la compréhension des réactions
face aux biomatériaux et sur la compréhension des mécanismes physiologiques a I’échelle
d’une cellule ou d’un tissu. Ainsi, il est possible de mesurer différents parametres tels que la
cytotoxicité, la génotoxicité. Néanmoins, ce modele d’étude nécessite une grande rigueur
expérimentale et n’est pas prédictif des réactions générales du corps humain car il est
difficile de modéliser un systéeme vasculaire, nerveux ou lymphatique.

Dans le cadre de la biologie pulpaire, la recherche in vitro permet de consolider nos
connaissances sur les cellules constituant les tissus dentaires et pulpaires, et en particulier
I’étude du potentiel des cellules souches d’origine dentaire. Elle est également utilisée pour
tester de nouveaux biomatériaux ou des molécules dites « bioactives ».

Envisagée généralement a la suite de I'expérimentation sur les cellules mais
précédant les essais cliniques, la recherche in vivo permet de tester les connaissances
acquises en laboratoire sur des modeéles animaux. Les animaux sont utilisés pour la
compréhension de la physio-pathologie, et servent de cobayes aux essais secondaires. En
revanche, la prédictibilité sur 'THomme est limitée. Il n’existe pas de modele animal parfait et
proche de 'Homme a tous les égards. De plus, il est difficile de reproduire les pathologies
humaines telles que les caries dentaires ou I'inflammation pulpaire. Enfin, I’expérimentation
animale engendre de nombreux débats sur I'éthique.

Bien que de nouvelles réglementations tentent de réguler I'utilisation des animauy, il
existe un besoin urgent de trouver une alternative expérimentale.

Les modeles organoides ont été développés pour étudier les conditions de
développement physiologiques et pathologiques de tissus, organes et pathologies. Leur
utilisation et développement réduit de maniere significative le nombre d’animaux requis
pour les expérimentations in vivo. Les modeles organoides ont permis par exemple de
comprendre le développement lors des phases foetales, la détermination de défauts. De
plus, les modeéles organoides ont du potentiel pour la recherche toxicologique et
pharmacologique afin de s’affranchir d’études in vivo. Ainsi, les modéles organoides, tendent
a se développer dans tous les domaines de la recherche et notamment en cancérologie.

Les cultures organoides combinées aux progres dans I'ingénierie tissulaire ouvrent de
belles perspectives pour la médecine personnalisée, c’est-a-dire développée sur-mesure au
patient. En 2020, les médecins-chercheurs du centre de lutte contre le cancer Gustave
Roussy a Paris, vont procéder a un essai clinique de médecine personnalisée qui s’appuie sur
les organoides. L'objectif est de créer une tumeur en culture a partir des cellules tumorales
prélevées au patient. Des médicaments de chimiothérapie conventionnelle ou thérapie
ciblée seront testés sur les organoides afin de trouver le traitement le plus adapté et le plus
efficace au malade cible. Si I'essai s’avére concluant, cette procédure pourrait étre étendue
aux malades en échec de traitement standard en cancérologie comme dans tous les
domaines médicaux (92).

Le développement de tels modeles expérimentaux permet de mesurer et
schématiser la réponse biologique de la dentine et pulpe lors de sa régénération. Ainsi, il est
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possible de mesurer les réponses moléculaires et cellulaires et de comprendre comment les
tissus répondent aux agressions tissulaires, au vieillissement ou face aux biomatériaux. Ils
donnent la possibilité d’appréhender la complexité du processus de régénération naturelle
de ces tissus et de pouvoir moduler différents processus impliqués dans la régénération
pulpaire. L'objectif final étant le développement de nouveaux traitements cliniques. C'est un
outil puissant pour avancer dans le développement de nouvelles stratégies de régénération
tissulaire et la création de nouveaux protocoles avec des traitements bioactifs (39).

Néanmoins, la recherche sur les organoides ne se substitue pas totalement pour le
moment a I'expérimentation in vivo et doit étre utilisée comme un outil complémentaire aux
études existantes.
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RESUME

Dans le cadre de la recherche fondamentale sur la biologie pulpaire, il est
nécessaire de passer par des phases d’études in vitro et in vivo avant les essais
cliniques chez 'Homme.

L'objectif de ce travail était de déterminer les avantages et les limites a
I'utilisation en biologie pulpaire d’'un nouveau modele expérimental : les structures
organoides.

La recherche in vitro a lieu en laboratoire et consiste a étudier des cultures
cellulaires. En revanche, elle requiert une manipulation complexe et ne refléte pas
la réalité biologique et clinique. C'est pour cela qu’elle est suivie d’'une phase de
recherche dans le vivant, in vivo, afin d’explorer la diversité des réponses de
I'organisme. Les analyses sur animaux permettent une vision plus globale des
mécanismes systémiques grace aux interactions entre les organes. Néanmoins, la
prédictibilité est limitée et les résultats ne sont jamais complétement
transposables a 'Homme. De plus, I'expérimentation chez I'animal souléve la
question de I’éthique et rencontre de plus en plus d’opposition.

C'est dans ce contexte que les structures organoides ont vu le jour. Elles
permettent de reproduire la structure d’'un organe et miment au moins l'une de
ses fonctions. Ce sont des structures en 3 dimensions et multicellulaires qui
peuvent provenir d’un organe ou de cellules souches.

En biologie pulpaire, les cultures de cellules en 3 dimensions, permettent
d’approfondir nos connaissances sur I'odontogénése en recréant les étapes
précoces du processus, et d’utiliser pleinement le potentiel de multipotence des
cellules souches d’origine dentaire.

Le modeéle expérimental Tooth Slice, quant a lui, est un organoide sous
force de tranche de dent. Il offre un support a l'ingénierie tissulaire tres
intéressant par sa structure issue directement de I'organe cible.

Le développement et l'utilisation des structures organoides en biologie
pulpaire en sont au commencement. Elles nécessitent encore un
approfondissement des protocoles et de la compréhension des mécanismes mis en
ceuvre.

En conclusion, les organoides ne se substituent pas a I'expérimentation in
vivo et doivent étre considérés comme un outil complémentaire aux études
existantes.

RUBRIQUE DE CLASSEMENT : Dentisterie conservatrice

MOTS CLES MESH
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