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. INTRODUCTION

La dent est un organe complexe composé de plusieurs strates de tissus : la pulpe, la
dentine, I’émail (au niveau de la couronne) et le cément (le long de la racine). La pulpe
représente le coeur de la dent. Le maintien de la fonction pulpaire est indispensable pour
I'noméostasie dentaire. En effet, sans elle, la dent se déshydrate, elle perd ses capacités de
défense, la production de dentine secondaire est stoppée et les sensations thermiques,
meécaniques et nociceptives diminuent. Les dents dont la pulpe dentaire est nécrosée ont
tendance a étre plus fragiles et susceptibles a la fracture en cas de traumatisme. (1)

La pulpe physiologique est un tissu conjonctif lache, vascularisé et innervé, qui se
localise dans la chambre pulpaire et dans les canaux radiculaires d’une dent. Elle est entourée
par la dentine. L’espace pulpaire est spécifique de la forme de la dent. Par exemple dans le cas
d’une molaire, en regard des cuspides, des excroissances sont présentes et appelées cornes
pulpaires. L’espace pulpaire se termine par le foramen apical au niveau de 1’apex radiculaire.
Ce foramen apical constitue la principale communication entre le tissu pulpaire et les tissus
péri-apicaux. (2)

On distingue 4 zones histologiques dans la pulpe : (3), (Figure 1)

- Lacouche odontoblastique en périphérie

- Lazone acellulaire de Weil sous-jacente aux odontoblastes

- Une zone riche en cellules

- Une zone centrale ou les cellules majoritaires sont les fibroblastes

Predentin Odontoblasts

Figure 1: Coupe histologique du complexe dentino-pulpaire. (W) zone acellulaire de
Weil, (ZR) zone riche en cellules, (ZC) zone centrale. (3)



La pulpe a de multiples fonctions qui sont assurées par les cellules et les structures qui la
composent.

Elle a une fonction d’élaboration de la dentine et de cicatrisation grice aux
odontoblastes. Ces cellules sont réparties de maniére a former une palissade le long de
la paroi dentinaire en périphérie de la pulpe. Ces cellules ont pour role la formation de
la dentine primaire jusqu’a la fin de la formation des racines (apexogenése) puis de la
dentine secondaire tout au long de la vie. L’odontoblaste est une cellule bien
différenciée, post-mitotique, donc incapable de se diviser. Elle est composée d’un corps
cellulaire polarisé et un prolongement odontoblastique inséré dans les tubuli dentinaires.
(2) En cas d’agression bactérienne / iatrogéne / traumatique modérée, les odontoblastes
synthétisent la dentine tertiaire dite réactionnelle, mais lorsque 1’agression est plus
importante les odontoblastes meurent et les cellules de Hohl, des cellules souche
pulpaires ou des cellules pulpaires indifférenciées peuvent se différencier en
odontoblastes-like, cellules capables de synthétiser de la dentine réparatrice pour
protéger la pulpe résiduelle de I’agression. Ces dentines tertiaires sont histologiquement
différentes de la dentine primaire ou secondaire. Elle peut avoir des inclusions
cellulaires et n’est pas organisée en tubuli dentinaires.

La pulpe dentaire a une fonction sensitive par sa composante nerveuse. L’innervation
de la dent est double : sensitive et neurovégétative. Elle pénetre la dent par le foramen
apical et suit le trajet des vaisseaux sanguins. Elle se termine en d’innombrables fibres
nerveuses amyéliniques dans la zone acellulaire de Weil constituant le plexus sous
odontoblastique ou plexus de Rashkow. (2) Les fibres nerveuses pulpaires jouent un
role clé dans la régulation du débit sanguin et elles contribuent a 1’apparition de la
douleur (fibres nociceptives), l'angiogenése et a I'extravasation des cellules
immunitaires. (4) Certaines fibres pénétrent dans les tubuli dentinaires et sont en contact
étroit avec les prolongements odontoblastiques.

La pulpe permet I’hydratation de la dentine via les vaisseaux sanguins. (4) C’est un tissu
richement vascularisé, environ 15 % du volume pulpaire est occupé par les vaisseaux
sanguins. Ses vaisseaux pénetrent dans la pulpe par le foramen apical. Le réseau
vasculaire se ramifie en capillaires de type fenétré a proximité des odontoblastes ce qui
permet une meilleure diffusion des nutriments et 1’arrivée des cellules immunitaires au
plus prés de I’infection. Le retour veineux se fait également par le foramen apical. Les
vaisseaux sanguins sont constitués de cellules endothéliales qui délimitent la lumiére du
vaisseau, de péricytes qui ont certaines capacités similaires aux cellules souches et de
cellules musculaires lisses qui gérent la vasomotricité. (2) La pulpe dentaire contient
aussi un riche réseau lymphatique qui se draine au niveau des ganglions lymphatiques
sous mandibulaires, parotidiens, submandibulaires, géniens et submentaux. La
vascularisation pulpaire a donc un réle nutritif, d'apport d'oxygene, d'élimination des
déchets métaboliques et d’hydratation de la dentine.

La pulpe a aussi les moyens de se défendre contre les agressions grace a 1’émail et la
dentine qui constitue une barriére physique mais également grace aux odontoblastes et
les cellules immunitaires qui la compose. D’aprés Durand et al. en 2006 (5), les
odontoblastes permettraient le recrutement des cellules dendritiques en sécrétant des
cytokines. Les cellules dendritiques vont projeter leurs prolongements cytoplasmiques,
appelés dentrites entre les odontoblastes et vers le centre de la pulpe ou elles seront en
relation étroite avec le systeme vasculo-nerveux. Elles participent a I’immuno-
surveillance de la pulpe car ce sont des cellules présentatrices d’antigénes. Les
macrophages sont des cellules phagocytaires et présentatrices d’antigenes. Elles
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assurent I’immuno-surveillance de la pulpe et éliminent les cellules mortes dans une
pulpe saine et les bactéries dans une pulpe inflammatoire (réponse immunitaire innée).
Les cellules dendritiques et les macrophages constituent environ 8% de la population
totale des cellules pulpaires. Des lymphocytes T sont également présents au sein de la
pulpe. Ils reconnaissent les antigenes qui leur sont présentés et vont declencher la
réponse immunitaire adaptative (aussi appelée acquise ou spécifique). (3)

- La matrice extra-cellulaire (MEC) de la pulpe est constituée principalement de
collagene synthétisé par les fibroblastes et de substance fondamentale. Les MEC sert
de support aux cellules et agit comme un milieu de transport des nutriments, des
métabolites et des débris cellulaires entre les cellules et le systéme vasculaire. (3) Les
fibres de collagénes ont un role structural et celles présentes dans la pulpe sont surtout
le collagene de type | et I11. La substance fondamentale est composeée de
glycosaminoglycanes, de glycoprotéines (comme la fibronectine), de 1’¢lastine, de
métallo-protéases matricielles (MMP) et d’cau. (6)

Ces fonctions permettent d’avoir une réponse adaptée face aux agressions que subit la
dent tout au long de sa vie, elles doivent étre idéalement toutes rétablies au cours de la
régénération pulpaire. Les thérapeutiques de régénération pulpaire vont intervenir dans les
contextes suivants : lors d’une pulpite irréversible ou d’une nécrose pulpaire par conséquent
lorsque toute ou une partie de la pulpe est condamnée. Elles vont avoir pour objectif de créer
un nouveau tissu vivant dans la cavité pulpaire avec les caractéristiques les plus proches
possibles du tissu pulpaire d’origine.

Au cours des deux derniéres décennies, I'ingénierie tissulaire a fait un énorme bon en
avant. Le début des années 2000 a été marqué par une augmentation des recherches et des
connaissances sur les cellules souches qui vont poser les bases de I’ingénierie tissulaire. En
effet, I’ingénierie tissulaire repose sur 3 grands éléments clé : les cellules souches, les facteurs
de croissance et un échafaudage (= scaffold, terme que nous utiliserons dans cette thése car
c¢’est un anglicisme communément utilisé en langue francaise). (7)

Growth
Factors

Scaffold

Figure 2 : Les trois composants principaux de I'ingénierie tissulaire. (7)
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La régénération pulpaire (ou ingénierie tissulaire pulpaire) est donc la transplantation de
cellules souches exogeénes dans le systéme de canalaire de I'néte pour permettre la régénération
d’un tissu pulpaire fonctionnel. Les cellules transplantées sont soit collectées a partir de I'h6te
(transplantation autologue), soit a partir d’un individu de la méme espéce (transplantation
allogénique). L’ objectif est donc de régénérer une pulpe dans tout l'espace du canal radiculaire
ainsi que dans la chambre pulpaire. (8) Aujourd’hui, deux équipes de chercheurs sont arrivés
au stade d’essais cliniques chez I’homme.

- Nakashima et al. 2017 ont transplanté chez 5 patients (entre 20 et 55 ans) des
« Mobilized Dental Pulp Stem Cells » (MDPSCs) autologues encapsulées dans un
scaffold a base d’atélocollagéne enrichi avec le facteur de croissance G-CSF apres avoir
au prealable dépulpées les dents qui étaient soit en pulpite irréversible soit en nécrose
pulpaire avec une parodontite apicale. (9)

- Xuan et al. 2018, décrivent une étude débutée en juin 2013 concernant la transplantation
autologue de cellules souches pulpaires prélevées sur des dents lactéales (SHEDs), dans
des incisives permanentes immatures chez 30 patients agés de 7 a 12 ans. (10)

Cette thése s’intéressera uniquement aux travaux de ces deux équipes et ne développera
que les cellules et matériaux transplantés dans ces études cliniques ainsi qu’au protocole
clinique utilisé. La figure 3 résume la chronologie des étapes qui ont été nécessaires a 1’équipe
de Nakashima pour permettent le passage de I’expérimentation animale a I’étude chez I’homme,
étapes qui ne seront pas détaillées dans cette these.
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Figure 3:

-Gronthos et Al. : Premier article parlant des DPSCs. (20)

-Mise en place des principes d’ingénierie tissulaire pour une utilisation dentaire - (37), (98), (99), (4], (53], (100)
Makashima étudie plusieurs idées d'application : - « Stem cells therapy =

-« Gene therapy »: - « In Vivo Gene therapy »
-« Ex Vivo Gene therapy »

Makashima recherche I'utilité des facteurs de croissance de la famille des BMP [« Bone Morphogenetic
Proteins ») sur la différenciation odontoblastique des cellules souches pulpaires pour une utilisation
endodontigue. (101)

-lohara et Al - Premier article sur les cellules souches « side population ». (102)
-Optimisation de la sous-population de cellules souches 5P : cellules 5F CD 31-/ CD 146-. (24)
FTransplantation de cellules 5P CD 31-/ CD 146- dans une dent de chien. (103)

-Populations cellulaires avec du potentiel pour la régénération pulpaire : les cellules SP CD 31-f CD 146- et les
cellules CD 105+. (30)

FTransplantation de cellules souches CD 105+ avec du SDF-1 chez le chien. (25)

-Comparaison entre les cellules SP de la pulpe, du tissu adipeux et de la moelle osseuse pour la régénération
pulpaire. (26), (33)

Murakami et Al. : Premier article sur l'isolation de MDPSC grace au G-C5F. (27)

Transplantation de MDPSC dans une dent de chien. (28)

Influence du vieillissement sur la performance de DPSC et MDPSC. (87), (B8]

Initiation d'un esszai clinique de transplantation de MDPSC pour la régénération pulpaire. (29)
Comparaison entre les MDPSC, MBMSC et MADSC. (86)

L'effet trophique des cellules souches pulpaire sur leur milieu conditionné. (86)

Optimisation de la différenciation odontoblastique des DPSC par des forces mécaniques. (104)
Optirisation du traitement endodontique : utilisation d’EDTA. (46)

Optimisation du milieu de culture de DPSC - pH et milieu hypoxique. (105), (40)

Recherche d'un méthode objective et non invasive pour évaluer la régénération pulpaire : IRM. (77), (E0)

Makashima et Al. : Etude clinique pilote chez 'Homme pour la régénération total de la pulpe ; transplantation
e MDSPC + G-CSF + atéluc{:llagénel (9], (31)

Transplantation allogénique de MDPSC chez le chien. (12)
Optimisation du traitement endodontique : utilisation de trypsine. (32)

Optirmisation du traitement endodontigue : utilisation de nanobulle pour délivrer les agents anti-microbiens.
55

Zayed et Al : Premier article pour comparer les hpDPSCs au MDPSCs pour un traitement de régénération
ulpaire. (96)

Chronologie des recherches a I'origine de I’essai clinique de Nakashima et son équipe.
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Il - LES CELLULES SOUCHES DE L’INGENIERIE
TISSULAIRE PULPAIRE

Le premier élément de 1'ingénierie tissulaire est de disposer d’une source de cellules
capables de se différencier dans le phénotype tissulaire souhaité. Les cellules souches
habituellement utilisées pour la régenération pulpaire sont les cellules souches de la pulpe
adulte (DPSC) et ses sous-populations, les cellules de la papille apicale (SCAP), les cellules
des dents lactéales exfoliées (SHED). Ce sont des cellules souches mésenchymateuses (CSM).
Elles partagent les fonctions principales des cellules souches c’est-a-dire auto-renouvellement
et la capacité a se différentier dans plusieurs lignées cellulaires. Elles expriment un profil
antigénique et I’expression génique commune aux CSMs permettant de les identifier. Hormis
les SCAPs qui sont localisées au niveau de la papille apicale, les DPSCs et SHEDs sont
retrouvées dans les régions périvasculaires de la pulpe. (11) Les CSMs ont une faible
immunogénicité et des propriétés immunomodulatrices et immunosuppressives. Ces propriétes
viennent du fait qu’elles expriment peu de complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe II. C’est un avantage, car lors d’une transplantation (surtout allogénique) d’une greffe
composee de CSMs, la réponse du receveur sera moins forte et le risque de rejet du greffon plus
faible. Il est possible de s’affranchir plus facilement de la difficulté¢ a trouver un donneur
compatible comme pour la greffe d’un organe. (12)

2.1 : Les cellules souches des dents lactéales (SHEDSs)

Les SHEDs sont les cellules souches de la pulpe des dents lactéales. En 2018, Xuan et
al. (10) publient un article scientifique ou ils ont réalisé une transplantation de SHEDs dans des
incisives permanentes en nécrose pulpaire suite a un traumatisme. Elles sont obtenues pour la
premiére fois Miura et al. en 2003 (13). Elles ont été isolées des pulpes de dents temporaires
par digestion enzymatique. La pulpe a été placée dans une solution de 3mg/ml de collagénase
de type | et de 4mg/ml de dispase pendant 1 heure a 37° C. lls ont obtenu des suspensions
unicellulaires qu’ils ont ensemencées dans un milieu de culture « alpha modification eagle’s
medium » (a-MEM) avec 20% du sérum de veeux/bovin feetal (FSB), 100 uM d’acide L-
ascorbic2-phosphate, 2mM de L-glutamine, 100 unités/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine a 37° C et dans 5% de COz.

Les SHEDs ont de nombreuses caractéristiques et ont un bon potentiel pour la
régéneération pulpaire :

- Les SHEDs ont les caractéristiques des CSMs avec une capacite élevée de prolifération
et d’auto-renouvellement. (14), (15)

- Les SHEDs expriment des marqueurs comme STRO-1, SSEA4, CD 29, CD73, CD 90,
CD 146, CD 105, CD166 présent chez les CSMs mais n’expriment pas CD 34 et CD
45. (13), (10), (14), (16), (Figure 4) Elles presentent également des marqueurs comme
ALP, MEPE, BFGF, Runx2, DSP, ostéocalcine, vimentin et endostatine et des
marqueurs neuronaux comme NeuN, Nestin et BIII-tubuline. (13), (10), (14), (16)
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A | . stRo1, CD14 SSEA4 , CD73  CD105, CD166 _ CD34 CD45
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Figure 4: (A) L'analyse par cytométrie de flux de culture SHED au 3¢™¢ passage a révélé I'expression de STRO-1 (12,06
%), CD146 (48,39 %), SSEA4 (85,40 %), CD73 (91,93 %), CD105 (6,77 %), CD166 (63,65 %), mais était négatif pour les
molécules de surface CD34 et CD45. Ces signaux sont représentés par la zone rouge. Les lignes pleines indiquent des
signaux pour les anticorps de contréle appariés a l'isotype. (B) L'immunofluorescence a confirmé que SHED exprime
STRO-1, CD146 et SSEA4 ainsi que négatif pour CD34 et CD45. La fluorescence rouge indique I'expression des
marqueurs de la surface cellulaire. Les noyaux des cellules bleues ont été colorés par DAPI. (14)

Les SHEDs ont un potentiel de différenciation ostéo/odontoblastique. (13), (14), (10),
(17) Dans des condition de différenciation ostéogenique grace a du BMP-4, Yamaza et
al. en 2010 (14) obtiennent des SHEDs avec un potentiel de différenciation similaire
aux cellules souches de la moelle osseuse (BMMSC). (Figure 5) Sakai et al. en 2010
(17) ont montré que les SHEDs sont capables de se différencier en odontoblaste
fonctionnel et de produire de la dentine tubulaire in vivo dans des souris SCID (souris
humanisees). (Figure 6)

SHED BMMSC
C Os 1w Os 1w D

. + - » +

ALp " - 2 @jb
Runx2 ---- Q,’

DSp [N s

SHED

OCN ™ === s e

\
(B
L

p-actin Y wm e a—

Figure 5: Apres une semaine d'induction de culture dans des conditions ostéogéniques, I'activité
ALP et le nombre de cellules positives ALP dans SHED et BMIMSC étaient significativement plus
élevés que ceux des SHED et BMMSC témoins, respectivement, par coloration ALP. La B-actine a
été utilisee comme contréle interne. (C) L'analyse par immunoempreinte a montré que
I'induction ostéogénique éléve les niveaux d'expression d'ALP, Runx2, DSP et OCN dans SHED et
BMMSC. (D) Aprés quatre semaines d'induction ostéogénique, SHED a montré sa capacité a
former des nodules minéralisés comme montré par la coloration au rouge alizarine. (14)
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Figure 6: SHED se différencie en odontoblastes fonctionnels qui générent une nouvelle dentine tubulaire in vivo. (A)
Photographies en microscopie confocale (rangée du haut) et coloration a I'hématoxyline et a I'éosine (rangée du bas)
réalisées dans des échantillons prélevés sur des souris SCID, 32 jours apres I'implantation. (B) Analyse RT-PCR de
I'expression de 'ARNm DSPP et DMP-1 sur les tissus récupérés de la chambre pulpaire des tranches de dents des 4
groupes expérimentaux 32 jours apres transplantation. Les témoins positifs étaient des odontoblastes récupérés de
troisiemes molaires humaines. (17)

- Les SHEDs ont également un potentiel de différenciation neurogene, adipogéne et
angiogene si elles sont cultivées dans un milieu inducteur adéquat. (13), (14), (16), (17),
(15), (18) Sakai en Al. en 2010 (17) ont montré que les SHEDs étaient capables de se
différencier en cellules endothéliales et de former des vaisseaux sanguins fonctionnels
pouvant se lier au systeme vasculaire de I'note.

- Les SHEDs sont prélevées sur un tissu « jetable » et facilement accessible chez les
jeunes patients, c'est-a-dire des dents caduques exfoliées. (19), (15)

2.2 : Les « Mobilized dental pulp stem cells » (MDPSCs)

Les cellules souches pulpaires adultes (DPSCs) ont été isolées pour la premiére fois par
Gronthos et al. en 2000. (20) Dans le protocole de régénération pulpaire chez I’Homme de
Nakashima et al. en 2017 (9), les DPSCs ont été isolées des pulpes dentaires issues de dents de
sagesse par digestion enzymatique. La pulpe est découpée en petits morceaux qui sont placés
en présence de 0.04 mg/ml de libérase pendant 30 minutes a 37 °C. Cependant, les méthodes
de digestion enzymatique ne permettent pas d’obtenir une population pure de cellules. (21)
Nakashima et son équipe ont cherché une procédure d’isolation de sous-population pure de
DPSCs. La premiére qu’ils ont testée était basée sur 1’utilisation de SDF-1 (= CXCL12), une
chémokine avec des capacités chimiotactiques qui permet d’attirer les cellules exprimant le
récepteur CXCRA4. (22), (23) Certaines de ces DPSCs, expriment CXCR4. La méthode s’est
donc avérée efficace. (24), (25), (26) Cependant, 1’isolation de DPSCs sélectionnées par SDF-
1 n’est pas approuvée pour une utilisation clinique (norme GMP, voir plus loin). (27) Ainsi, en
2013, Nakashima et ses collaborateurs ont mis au point une alternative avec 1’utilisation de G-
CSF (facteur de stimulation des colonies de granulocytes) dont I'utilisation répond aux normes
pour une utilisation clinique et est validée par la « Food and Drug Administration » pour une
utilisation clinique. Cette méthode permet d’isoler les DPSCs en les mobilisant par le G-CSF
ce qui permet d’obtenir une sous-population de cellules avec une forte expression de récepteur
au G-CSF (G-CSFR) ce sont les « Mobilized Dental Pulp Stem Cells » (MDPSCs). (27),
(Figure 7)
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Figure 7: Diagrammes schématiques démontrant la méthode
d'isolation des cellules souches mobilisées de la pulpe dentaire
(MDPSC) a partir de cellules souches de la pulpe dentaire (DPSC)
dérivées de colonies. (29)

Murakami et al. 2013 ont cherché les conditions optimales d’isolation et de culture des
MDPSCs en faisant varier trois parameétres : le nombre de cellules, le temps d'incubation et le
la concentration de G-CSF. Ils ont conclu que le nombre de cellules optimales est de 2 x 10*
cells/100pl, le temps d’incubation de 48h et la concentration de G-CSF de 100ng/ml. (27) Ces
conditions permettent I’expression optimale des facteurs angiogéniques et neurotrophiques, qui
leur confére donc un potentiel de régénération plus puissant que pour les cellules précédentes.
(28), (27), (29)

Les DPSCs et MDPSCs sont deux excellentes sources de cellules souches pour la
régénération pulpaire. Elles ont des propriétés similaires, mais celles des MDPSCs sont
meilleures. En effet, les MDPSCs présentent les caractéristiques et capacités suivantes :

- Capacité d’auto-renouvellement et de différenciation multipotente, car ce sont des
CSMs. Compte tenu qu’elles sont issues des DPSCs, elles ont deux origines différentes
. cellules souches mésenchymateuses et les cellules de la créte neurale embryonnaire.
(30) Les MDSPCs sont capables de se différencier vers les lignées : endothéliales
(vasculaire), neuronales, adipeuses et ostéo/odontoblastique. Elles ont un taux de
prolifération, une durée de vie et une activité de migration élevée. (28), (27), (Figure 8)
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Figure 8: Comparaison entre les cellules souches de la pulpe isolées
avec G-CSF et la totalité des cellules de la pulpe. (R) : Activité de
prolifération (S) : Activité de migration. Les activités de prolifération
et de migration des cellules souches pulpaire de chien avec G-CSF
sont supérieures a celles des cellules pulpaires totales. (28)

- Comme les CSMs, elles sont CD29+, CD44+, CD73+, CD90+ et CD 31- mais elles
expriment également CD 105, CMH de classe | et le G-CSFR. Elles sont faiblement
positives pour CD80, CD86 et CD 146 et sont négatives pour CD40, CD45 et CMH
classe Il. (28), (31), (27), (29)
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Les MDPSCs expriment aussi des ARNm spécifiques des cellules souches : Oct3/4,
Nanog, Sox2, Rex1, GDF3, LIN28, Stat3, Bmil, CD 117 (= c-kit) et CXCRA4. (28), (31),
(27), (29)

Elles produisent des facteurs angiogéniques : GM-CSF, MMP3, VEGF, G-CSF et
neurotrophiques : BDNF, GDNF, NGF et NT-3. (28), (27), (Figure 9) Mais aussi des
facteurs immunosuppresseurs tels que I'indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO). (28)
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Les MDPSCs ont un potentiel pro-angiogénique. Elles sont capables de former des
réseaux étendus de cordons et de structures en forme de tube in vitro sur du Matrigel.
(28), (27), (Figure 10) Apres leur transplantation, le flux sanguin et la densité de
capillaire vont augmenter dans le tissu. (29)

Figure 10: (E) : Potentiel angiogénique
des cellules souches pulpaire de chien

isolées avec du G-CSF sur du Matrigel.
(28)

Dans des conditions de différentiation neurogénique, apres 14 jours les MDPSCs sont
capables de former des neurospheres. De plus, I’expression de I’ARNm de marqueurs
neuronaux, tels que le neurofilament, neuromoduline et les canaux sodiques voltage-
dépendant de type 1a (ScnlA) est augmentée dans les MDPSCs par rapport aux cellules
pulpaires. (28), (27), (Figure 11) Apres transplantation de MDPSCs dans le canal
radiculaire d’une dent mature chez le chien, I’apparition des fibres nerveuses a été
observée dans le tissu regénére. Ces fibres forment un plexus sous-odontoblastique et
se terminent dans la couche odontoblastique. (29)

L Figure 11: (G) : Formation de neurospheres a partir des
'l* K m m‘: cellules souches pulpairesisolées aux G-CSF de chien sur

:ﬁ ;ﬁ du Matrigel. (J, K) : Potentiel neurogéne 14 jours aprés
SCN1A . o induction. (J) : Immunomarquage des neurofilaments.

Yy
5‘&% Neurofilament NG (K) : Comparaison de I'expression d’ARNm de la

Neuromodulin — neuromoduline, de ScnlA et de neurofilament entre les
p-actin cellules souches pulpaires isolées aux G-CSF et les

cellules pulpaires totales de chien. (28)
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- Dans des conditions de différentiations ostéogéniques, les MDPSCs expriment le
marqueur ostéoblastique (ostéocalcine). (27) Apres transplantation de MDPSCs dans le
canal radiculaire d’une dent mature chez le chien, I’expression des marqueurs
d’identification des odontoblastes comme 1’énamélysine (ou MMP20) et la Dspp ont
été détectées sur des cellules a proximité de la paroi dentinaire du tissu régénére. (28),
(29), (Figure 12)

ZBdays Q ;Pt:z :o'::ﬁ Figure 12: (O) : Potentiel odontogéne des cellules
Lcolis cells ., cpes pulpaires de chien (coloration au rouge
L alizarine). (Q) : Expression de I'énamelysine et de
I'ARNm de la Dspp. (28)
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Les études ont montré que les MDPSCs produisent de multiples facteurs paracrines
angiogeniques / neurotrophiques. (32) En effet, grace a leur effet trophique, elles vont
conditionner le milieu dans lequel elles se trouvent. Ces cellules ont ainsi un impact important
sur la prolifération, I’activité migratoire et un effet anti-apoptotique sur les autres cellules du
milieu dans lequel elles se trouvent. Ainsi, les MDPSCs ont la capacité d’améliorer le taux de
survie des cellules environnantes. (27), (29), (33)

2.3 : Les conditions GMP

Pour étre transplantées chez 1’homme, la méthode d’isolation des cellules souches, les
conditions de culture, les procédures cliniques et les scaffolds utilisés doivent répondre a des
normes précises qui sont établies par les « Good Manufacturing Practice » (GMP). Les normes
GMPs sont un outil d’assurance qualité qui est utilisé dans les industries pharmaceutiques et
alimentaires. lls ont pour objectif de garantir que les produits sont fabriqués de facon conforme
et contrdlés suivant les dernieres normes de qualité adaptées a 1’usage qui doit en étre fait. Ils
contribuent ainsi a fournir aux consommateurs et aux patients des produits de qualité constante
et de haut niveau de sécurité. Les procédures régénératives en particulier les produits cellulaires
répondent au droit pharmaceutique. Depuis 2008, la Commission Européenne a imposé une
reglementation sur les Médicaments de Thérapie Innovante qui classe les produits de thérapie
génique, de thérapie cellulaire et de génie tissulaire y compris ceux a base de cellules souches,
comme produits pharmaceutiques lorsqu’ils ne sont pas destinés a la recherche mais a ’homme.

(34)

Ces directives sont accessibles au public :
https://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/vol-4 _en. Les directives GMPs traitent des
mesures d’assurance qualité pour tous les aspects du processus de fabrication depuis les
batiments, les équipements et la formation du personnel, jusqu’aux modes opératoires, au
conditionnement et au stockage. En Europe, c’est I’Agence Européenne des Medicaments en
concertation avec les autorités compeétentes des états membres de 1’Union Européenne qui met
en place la législation et fournit les directives. Aux Etats-Unis, c’est la Food and Drug
Administration qui en a la responsabilité. Sinon, a 1’échelle internationale, 1’Organisation
Mondiale de la Santé fournie les directives GMPs. (34)
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Ainsi, les cellules souches doivent étre de qualité clinique et leur transplantation chez
I’homme doit étre stire et efficace. Pour avoir des cellules souches de qualité clinique, il faut
qu’elles répondent aux normes de fabrication et au controle de qualité des produits
pharmaceutiques. (31), (35), (Figure 13) Ces normes vont permettre de garantir que les réactifs,
les milieux et les sérums utilisés pour la culture sont sans danger pour une utilisation chez
I’Homme. Elles impliquent aussi un contrdle des installations, le respect de I’environnement et
le stockage des cellules souches. L'innocuité, l'efficacité et la reproductibilité des produits
cellulaires doivent étre prouvées avant une utilisation sur un patient. (31) De plus, les cellules
souches peuvent avoir une sénescence précoce et des altérations de 1’ ADN.

3. Xeno-free, serum-free
cell expansion

2. Pulp cutting and DP 4. DP-CBMP
cell isolation manufacturing control
1. Tooth collection and dental 5. Use of
pulp (DP) recovery DP-CBMP

R | | - ¥
L X-rays Pulp extirpation Implantation  Cryobanking ‘ Bioassay J

Figure 13: Standardisation du processus de fabrication de cellules DP aux normes GMP. Il nécessite
cing étapes principales : la sélection des dents et la récupération pulpaire (étape 1), I'isolation des
cellules DP avec des procédures rapides, siires et les moins coliteuses possibles (étape 2),
I'expansion cellulaire dans des conditions de culture définies « serum-free » ou « xeno-free » (étape
3), surveillance et contréle de la fabrication de DP-CBMP (étape 4), utilisation de DP-CBMP de
qualité clinique, pour implantation immédiate, cryoconservation ou développement d'un essai
biologique (étape 5). (35)

La sécurité passe en partie par la stérilité des cellules tout au long du processus. lls
doivent étre exempts de champignons, de bactéries aérobies et anaérobies, virus, mycoplasmes
et endotoxines. (31), (29) Concernant la sécurité, apres culture et cryoconservation, les
MDPSCs n’ont montré aucune contamination bactérienne, fongique ou virale et aucune trace
de mycoplasmes ou d’endotoxines. La méthode de culture permet ainsi la stérilité du produit
cellulaire en vue d’une transplantation. Dans les essais in vivo, chez le chien, il n’a été détecté
aucun effet secondaire comme une perte de poids. Les analyses chimiques du sang, du sérum
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et de I’urine étaient normales 4 semaines apres la transplantation. Et I'autopsie des chiens et les
examens histologiques n'ont révélé aucune anomalie due a la transplantation dans aucun organe
ou tissu. (28) Les DPSCs et leurs sous-populations ont la propriété de pouvoir étre
cryoconservées (-80 °C) tout en gardant leur intégrité et fonctionnalité. (28), (30)

La sécurité passe également par 1’absence d’aberrations chromosomiques et de
formation de tératome. A la suite d’une vingtaine de passages en culture, aucune aberration du
caryotype et aucun comportement tumoral n’ont été mis en évidence. (28), (27) La stabilité des
MDPSCs s’est avérée supérieure a celle des DPSCs car elles expriment moins de marqueurs de
sénescence cellulaire ; elles sont moins colorées a la « senescence-associated béta-
galactosidase » (Sa-p-gal). La sénescence génétique est détectée par 1’activité de la télomérase
qui a pour role d’habiller les génes de télomeres a leur extrémité pour conserver leur longueur
et leurs informations géniques. Les MDPSCs ont une plus grande active de telomérase que les
DPSCs. (27)

Les études sur I’homme n’ont pas détecté d’associations entre des traitements a base de
CSMs et le développement d'une toxicité aigué, de complications du systéme organique,
d’infection, de décés ou d’apparition de tumeur maligne. Cependant, la transplantation de
CSMs s’associe souvent avec une fiévre passagere. La transformation maligne est un risque
théorique et les chercheurs n’ont pour le moment jamais trouvé d’association entre les deux.
L'administration de CSMs ne semble pas augmenter la sensibilité aux infections. Les effets
immunomodulateurs des CSMs sont bénéfiques dans les maladies pro-inflammatoires, mais ces
mémes effets peuvent rendre le patient vulnérable a une infection. Le risque de rejet d’une
transplantation de CSMs allogéniques est faible, car elles ont une expression tres faible de
protéines du CMH et des molécules de co-stimulation des lymphocytes T. (36)

2.3.1 : Importance du choix du sérum de culture :

Lors des cultures de cellules souches in vitro, le Gold Standard est d’utiliser du sérum
de vceux/bovin feetal (FSB). Cependant, pour une application chez I’homme, il n’est pas
question de transplanter des cellules souches humaines qui ont été cultivées dans du sérum
animal. Les interactions xénogenes humain/animal ne reflétent pas la réalité clinique et peuvent
créer des biais d’interprétation des résultats. (8) De plus, le FBS peut transmettre des maladies
xénogenes telle que les prions et virus pathogénes. Ensuite, les CSMs humaines cultivées avec
du FBS expriment le xénantigéne : I'acide N-glycosylneuraminique, qui pourrait causer un rejet
lors de la transplantation. (31) Ainsi, les milieux sans sérum sont des alternatives aux milieux
contenant du sérum animal. (31), (37) Cependant, ces-derniers semblent favoriser la sénescence
précoce, le raccourcissement des télomeéres et la perte des récepteurs de chimiokine nécessaires
a la migration, a la greffe et au potentiel régénératif a long terme. (31), (36), (37), (38)

Actuellement, le sérum humain, le plasma et/ou les lysats plaquettaires sont des
alternatives au FBS dans un protocole d'expansion cellulaire. Le lysat plaquettaire est obtenu a
partir de plasma, et est enrichi en facteurs de croissance. Il peut favoriser I'expansion des CSMs,
maintenir leur potentiel de multi différenciation et permettre de conserver leur activité
immunosuppressive. Le serum humain autologue a les mémes propriétés. Les cellules souches
cultivées dans du sérum humain autologue ont démontré une expression génique stable et un
potentiel de migration et de régénération plus élevé par rapport aux CSMs cultivées dans du
FBS. (31), (37), (39)

21



- Nakashima et al. (2017) ont utilisé du sérum humain autologue pour l'isolation et
I'expansion des MDSPCs lors de son essais-clinique chez ’Homme. (9), (31)

- Xuan et al. (2018) ont utilisé du FSB pour I’isolation et la culture des hDPSCs issu de
canines lactéales pour leur transplantation chez ’Homme. (10)

2.3.2 : Importance de la concentration d’oxygeéne dans le milieu
de culture :

La concentration en oxygéne est un facteur environnemental critique qui affecte les
CSMs. Elle joue un role essentiel dans le maintien de la plasticité et de la prolifération des
cellules souches. La teneur en O, du milieu de culture et/ou du tissu transplanté va avoir un role
important sur le comportement des CSMs. Les CSMs sont généralement cultivées in vitro en
présence de 5 % de CO> et de niveaux de dioxygene d'environ 20 %. Cependant, les micro
environnements cellulaires naturels contiennent des tensions d'oxygene beaucoup plus faibles
allant de 12 % dans le sang artériel a 1 a 7 % dans divers autres tissus.

Ahmed et Al. en 2016 (40) ont prouve dans leur expérience que des DPSCs cultivées a
5 % d’O2 peuvent étre prometteuses pour la régénération. En effet, Les cellules cultivées dans
des conditions hypoxiques montrent des propriétés supérieures a celles cultivées dans des
conditions normoxiques (20 % d’02). L’hypoxie a régulé a la hausse l'expression génique des
marqueurs de CSM. Par exemple, I’expression de CXCR4 était plus élevée dans les cultures a
5 % et 3 % d’0O2 que dans les cultures a 20 % d’O2. (Figure 14) Les DPSCs de cultures
hypoxiques (a5 % d'O2) ont migré a un taux plus élevé que les DPSCs de cultures normoxiques.
L'expression du facteur angiogénique (VEGF) et neurotrophiques (BDNF et NGF) étaient plus
élevée dans le milieu hypoxique (surtout a 5% d'O2). (Figure 14) Les propriétés
immunosuppressives des DPSCs sont non seulement maintenues a de faibles concentrations
d'oxygeéne, mais sont également améliorées. Cette amélioration fournira des cellules meilleures
et plus adaptées a la transplantation allogénique.
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Figure 14: (a) Expression de marqueurs de cellules souches de surface a 20, 5, 3 % d’O.. (b) RT-PCR quantitative
pour les niveaux d'’ARNm de marqueurs de pluripotence et de facteurs angiogéniques/neurotrophiques a 20, 5,
3% d’0,. (40)
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2.3.3 : Notion de « banking » des cellules souches utilisées en
ingénierie pulpaires :

Les sources principales de cellules souches dentaires autologues sont les dents de
sagesse et les dents temporaires. Elles sont une source de cellules facilement accessibles mais
limitées en quantité. Actuellement, les dents de sagesse extraites et les dents temporaires sont
jetées. Les conserver dans des banques pour un usage autologue serait une option envisageable.
D’autant plus que 1’on sait que les cellules souches pulpaires peuvent étre cryo-conservées a
-80° C tout en conservant leur intégrité et leurs fonctions. (28), (30)

Les DPSCs allogéniques mises en banque seraient trés avantageuses pour gagner du
temps et réduire les codts. Un usage allogénique pourrait se développer compte tenu de la faible
immunogénicité et des effets immunosuppresseurs des CSMs. (11), (41) Cette faible
immunogenicité est due a I'absence d'expression de CMH-I1 et des molécules co-stimulatrices
telles que CD40, CD80 et CD86 sur leur surface cellulaire. Cette propriété permet
habituellement de réduire l'inflammation et dans le cadre d’une transplantation allogénique, elle
apporterait aussi le moyen d’échapper a la réponse des cellules immunitaires de 1’héte. (12) En
effet, les CSMs peuvent interférer avec la réponse immunitaire au moyen d’interactions
cellule/cellule et de sécrétion de facteurs solubles tels que le « Transforming Growth Factor-
beta » (TGF-pB), de « Tumor Necrosis Factor alpha » (TNF a), de nitrique oxyde (NO), d’IDO,
d’IL-6 et d’IL-10, de sémaphorine-3A, de galectin-1 et 9 (Gal-1 et Gal-9). (42), (43) Les CSMs
possédent surtout la capacité de générer des cellules T régulatrices qui régulent d'autres cellules
immunitaires. (12) lohara et al. en 2018 ont réalisé la transplantation allogénique de MDPSCs
dans des dents dévitalisées chez le chien afin d’en évaluer la sécurité et 1’efficacité. Ils n’ont
mis en évidence aucune anomalie toxicologique et peu d’infiltrations de cellules
inflammatoires. A I’issu de cette étude, les MDPSCs apparaissent étre immunologiquement
sans danger pour leur utilisation dans des applications allogéniques. (12)

A ce jour, les banques de cellules souches sont rares et quand elles existent, elles
conservent les cellules souches utilisées pour les domaines de la médecine régénérative dite
prioritaire (le cceur, les poumons, I'hématopoiese, les maladies cérébro-vasculaires,
cardiovasculaires et immunodéficitaires). (8)

l1l. FACTEUR DE CROISSANCE

Les facteurs de croissance ou autres médiateurs tissulaires sont le deuxieme élément
(facultatif) de I'ingénierie tissulaire. Les facteurs de croissance sont des signaux extracellulaires
régissant la morphogenese des tissus lors des interactions épithélio-conjonctives pendant leur
croissance. (4) Les signaux morphogéniques sont a l'origine du micro environnement
tridimensionnel et influencent la différenciation des cellules souches de la pulpe dentaire en
odontoblastes. (44) Les CSMs produisent des cytokines solubles et facteurs de croissance qui
fonctionnent de maniére paracrine, contribuant a la réparation et a la régénération tissulaire en
favorisant la survie cellulaire, I'angiogenese et la neurogenése. (26)

La dentine lors de sa minéralisation emprisonne des molécules bioactives. Ces
molécules peuvent étre libérées lors de phénomeéne de déminéralisation. Les molécules ainsi
libérées peuvent avoir des effets bénéfiques lors du processus de régénération pulpaire. (45)
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Plusieurs produits comme 1’acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) (46), la trypsine (32)
ou le pH produit par la dégradation de certains scaffolds comme I'acide poly-L-lactique (PLLA)
peuvent permettre la libération de ces molécules bioactives. La dentine peut donc libérer des
facteurs de croissance, des cytokines et des chimiokines pro et anti-inflammatoires comme le
TGF-B, le facteur de croissance analogue a l'insuline-1 et 2 (IGF-1 et -2), le FGF-2,
I'adrénomédulline et plusieurs facteurs pro-angiogéniques, tel que PDGF (Platelet Derived
Growth Factor) et VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). (47) La nature bioactive de la
matrice extracellulaire de la dentine permet une régulation des activités cellulaires comme
I'adhésion cellulaire et la migration. Ces molécules peuvent avoir le potentiel d'exercer un effet
direct sur les odontoblastes ou sur le recrutement des cellules pulpaires indifférenciées dans le
but de stimuler la réparation ou mieux la régénération. (47) Leur libération constitue une source
supplémentaire en molécules bioactives avec celles qui seront incorporées au scaffold et
naturellement sécrétées par les cellules souches.

Les cellules souches de la pulpe dentaire (DPSC, MDSPC) sécretent un cocktail
complexe de facteurs de croissance. Les MDPSCs ont néanmoins un produit de sécrétion plus
riche que les DPSCs. Leur sécrétome contient les facteurs angiogéniques et neurogéniques
suivants : (27), (29), (46)

- GM-CSF : Facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages
- MMP3 : Stromelysin 1/ métalloprotéase matricielle 3

- VEGF : Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire

- G-CSF : facteur de stimulation des colonies de granulocytes
- EGF : Facteur de croissance épidermique

- FGF2: facteur de croissance basique des fibroblastes 2

- HGF : facteur de croissance des hépatocytes

- TGFp : facteur de croissance transformant béta

- BDNF: facteur neurotrophique dérivé du cerveau

- GDNF : facteur neurotrophe dérivé de la glie

- NGF : Facteur de croissance nerveux

- NT-3: Neurotrophin-3

- NPY : neuropeptide Y

Certains facteurs de croissance sont primordiaux dans la régénération pulpaire comme
le VEGF qui a un réle important dans I’angiogénése. Celle-ci n'est pertinente sur le plan
fonctionnel que si les vaisseaux sanguins formés peuvent faire des anastomoses avec le systéme
vasculaire de I'néte et devenir des vaisseaux sanguins fonctionnels (c'est-a-dire porteurs de
sang). (48)

Les cellules souches qui sécretent du VEGF vont induire I’expression de SDF1 dans les
fibroblastes périvasculaires. Le SDF1 va permettre de mobiliser les cellules CXCR4+ vers le
site périvasculaire pour augmenter la prolifération des cellules endothéliales résidentes. (24) Le
VEGF va également activer 1’expression de VE-cadhérine grace a une cascade protéique
impliquant I’axe MEK/ERK/ERG observée par Bento et al. en 2013 (49) et Sasaki et Al. en
2020 (48). (Figure 15) La VE-cadhérine est une protéine de jonction adhérente de cellule a
cellule et est I'un des premiers marqueurs specifiques exprimés par les cellules endothéliales au
cours de la vasculogénése (formation de capillaire creux) et de la différenciation des cellules
souches en cellules endothéliales. Sa fonction est nécessaire pour permettre l'assemblage des
cellules endothéliales, leur organisation en réseau vasculaire et anastomotique. (48)
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Les facteurs de croissance neurogéniques sont aussi tres importants lors de la
régénération pulpaire notamment pour rétablir la fonction sensitive de la pulpe (nociception,
thermique, mécanique). La régénération nerveuse est étroitement liée a la régénération
vasculaire puisque les fibres nerveuses empruntent le méme trajet que les vaisseaux sanguins.
Il n’est donc pas étonnant que certains facteurs de croissance puissent avoir a la fois un effet
vasculogénique et neurogénique comme le VEGF ou le G-CSF. (4) Les facteurs de croissance
NGF, BDNF et GDNF sont impliqués dans le guidage axonal dans le ganglion trigéminal. Ce
ganglion joue un réle sensitif au niveau du visage et un rdle moteur sur les muscles masséters
de la méachoire. (50) Plusieurs neuropeptides comme la calcitonine (CT), le neuropeptide Y sont
aussi impliqué dans la stimulation d’évenements régénératifs dentinogéniques. (47)

3.1:Le G-CSF:

Le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF) est utilisé pour
I’isolation et la mobilisation des MDPSCs par Nakashima pour obtenir des cellules souches de
qualité clinique. Ce facteur de croissance est aussi utilisé pour enrichir le scaffold et aura donc
un impact lors de la transplantation. (9), (28), (27) L’isolation des MDPSCs avec 100 ng/ml de
G-CSF est optimale pour avoir la meilleure expression de facteurs angiogéniques et
neurotrophiques (GM-CSF, MMP3, VEGF, BDNF, GDNF, NGF et NT-3) d’apres Nakashima.
(27) L’ utilisation de G-CSF intégré au scaffold lors de la transplantation, a permis une meilleure
régénération pulpaire en volume. (28) Ce facteur de croissance a de nombreuses propriétés sur
les cellules souches et leur environnement. En effet, Le G-CSF permet d’améliorer les activités
migratoires, anti-apoptotiques et immunosuppressives (diminution du nombre de cellules
CD68+ et CMHII+ aprés la transplantation de cellules souches pulpaires avec du G-CSF) des
MDPSCs. (28) Lee et al. en 2005 (51) ont montré que le G-CSF favorise la migration des
cellules endothéliales et la formation de structure en forme de tube in vitro. Il a donc des
propriétés angiogéniques intéressantes. Les effets directs du G-CSF et les effets synergiques
qui naissent de la combinaison du G-CSF et des facteurs trophiques libérés par les cellules
souches vont favoriser la régénération pulpaire par la migration des cellules souches présentant
le récepteur au G-CSF c’est-a-dire les cellules G-CSFR+. Ces cellules G-CSFR+ peuvent étre
présentes dans les tissus environnants tels que le ligament parodontal, la moelle osseuse et les
vaisseaux sanguins. (28), (29) (Figure 16)
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Figure 16: Diagrammes schématiques démontrant le mécanisme de régénération pulpaire apres transplantation
de cellules souches pulpaires avec G-CSF. (28)

V. LE SCAFFOLD:

La création d’un scaffold est 1’élaboration d’une structure tri-dimensionnelle pour la
conception d’un micro-environnement physico-chimique, biologique, dégradable mimant le
plus possible la matrice extra-cellulaire naturelle du tissu a régénérer. Pour leur application dans
le domaine de I’ingénierie tissulaire endodontique, les scaffolds doivent répondre a un cahier
des charges précis : (4), (52)

- Biocompatible et non toxique.

- Biodégradable et de préférence de maniére synchrone a la régénération tissulaire.

- De mise en place adaptée a I’anatomie endodontique : un scaffold injectable est un
avantage pour pouvoir épouser au mieux la forme du systéme canalaire.

- Structure permettant 1’encapsulation et 1’adhésion de cellules pour leur développement
et leur différenciation.

- Réservoir pour la libération des facteurs de croissance.

- Efficacité pour le transport des nutriments, de 1’oxygéne et des déchets.

- Structure permettant I’organisation tri-dimensionnelle du tissu regénére.

Il n’y a pour le moment pas de scaffold idéal qui réponde a toutes ces conditions.
Cependant, les chercheurs tentent de concevoir leur scaffold repondant au mieux a ces critéres.

Les polymeres naturels tels que le collagéne offrent une bonne cyto/biocompatibilité et
bio-activité. (4) Le collagéne est une des molecules les plus abondantes de la matrice extra-
cellulaire dans le corps humain. C’est un composant majeur de la pulpe dentaire humaine. C’est
donc une molécule de choix pour servir de support aux cellules souches et aux facteurs de
croissance. (4), (53) C’est un support cellulaire capable de soutenir la survie des DPSCs et leur
croissance. Il pourrait étre injecté dans I'espace canalaire pour régénerer la pulpe sous forme
d’hydrogels. (41), (15), (18), (54) L’utilisation de collagéne humain recombiné est plus stre
que le collagéne animal a cause des interaction inter espéeces. Cependant, une matrice en
collagene a tendance a se contracter lors de la transplantation de cellules pulpaires, ce qui peut
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affecter la régénération tissulaire de la pulpe. Les expériences de Huang et al. en 2010 ont
montré que lorsque les cellules pulpaires ont été introduites dans du gel de collagene et placées
dans I’espace canalaire, la contraction a interféré dans la régénération de la pulpe. (41), (54) Ce
phénoméne de contraction est dépendant de la température. La contraction ne se produit pas
brusquement a une température donnée, mais ¢’est un processus lent. Nakashima et al. utilisent
de I’atélocollagéne pour la transplantation de MDPSCs chez I’Homme. (9)

L’atélocollagéne est un dérivé du collagéne de type I développé par la société KOKEN®
(Japon) qui répond aux normes GMPs pour une application clinique chez I’Homme. La
structure moléculaire du collageéne est composée d’une triple hélice au centre et des télopeptides
(non hélicoidales) aux extrémités de la molécule. La région a triple hélice est conservée parmi
de nombreuses espéces et présente une faible immunogénicité, tandis que les régions
télopeptides présentent une immunogénicité élevée. L’atélocollagéne est du collageéne ou les
télopeptides ont été éliminés par des protéases. Cependant, ses propriétés physiques sont
pratiquement identiques a celles du collagéne naturel mais avec une immunogeénicité moindre.
(55), (56) (Figure 17) Lors d’une étude chez le chien en 2013, Nakashima et al. ont utilisé de
I’atélocollagéene comme scaffold et n’ont pas précisé s’il y avait eu une contraction du
matériaux. (28)
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Figure 17: Schéma représentant la fabrication d’atélocollagene. (55)
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V. DESINFECTION DU CANAL DENTAIRE :

Disinfeciion

Stem Cells /

Figure 18: Le quatuor de l'ingénierie tissulaire pulpaire. (57)

En plus des cellules souches, des facteurs de croissance et des scaffolds, il existe un
quatriéme élément qui entre en jeu pour le bon fonctionnement d’un traitement basé sur
I’ingénierie tissulaire pour la régénération pulpaire : la désinfection. En effet, la régénération
pulpaire va le plus souvent faire suite & des pathologies infectieuses. Or lors d’un traitement
endodontique classique, la désinfection compléte du systeme canalaire est quasiment
impossible. 1l reste donc des agents infectieux dans le canal. Malheureusement, une infection
secondaire pendant la procédure de régénération pulpaire pourrait aboutir a un échec. Pour
éviter qu’une infection ne nuise a la régénération pulpaire, le réseau canalaire doit d'abord étre
débridé et desinfecté. (57) Le traitement canalaire a pour objectif de réduire les populations
bactériennes du canal a un niveau qui peut permettre la cicatrisation tissulaire. Mais rendre le
canal exempt de toute bactérie est un défi vers lequel il faut tendre pour permettre la meilleure
régénération pulpaire possible. (58)

Les infections endodontiques ne se limitent pas a la présence de bactéries au niveau des
tissus mous mais aussi dans les tubuli dentinaires. Leur élimination présente donc un défi
majeur en termes d’accessibilité. (11), (57) Les agents désinfectants utilisés peuvent modifier
la viabilité et le potentiel de différenciation cellulaire ainsi que la biodisponibilité des facteurs
de croissance endogenes ou encore les proprietés du scaffold. Différentes études ont éte
nécessaires afin de trouver un moyen d’obtenir a la fois une désinfection maximale et un
minimum de préjudices sur le potentiel régéneératif des cellules souches. (57), (59) Une
association de moyens meécaniques et chimiques a permis d’optimiser la désinfection.

5.1 : L’instrumentation :

L’instrumentation du canal radiculaire est une partie importante de la désinfection car
elle permet de retirer la couche superficielle de dentine contaminée par les bactéries ou leurs
toxines. Des précautions doivent étre prises dans le cas de dents a apex ouvert (dents
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permanentes immatures). En effet, I’utilisation d’instruments endodontiques est a éviter a cause
du risque de fracture des parois apicales fines et du risque de propulsion d’agents microbiens
ou de solution d’irrigation au-dela de I’apex qui pourraient provoquer une réaction néfaste ou
une surinfection.

5.2 : La désinfection :

5.2.1 : Les solutions d’irrigation :

La nature chimique de I'irrigant, la concentration et les temps de traitement pour obtenir
un contréle microbien efficace, tout en minimisant les effets dégradants sur les molécules
bioactives et les effets cytotoxiques est un équilibre difficile mais nécessaire a trouver. (45),
(59) Il excite plusieurs solutions d’irrigation couramment utilisées lors de la désinfection
initiale ou peropératoire en vue de faire un traitement régénératif : 1’acide éthyléne diamine
tétra acétique (EDTA), I’hypochlorite de sodium (NaOCI) et la trypsine. L’ordre et les produits
utilisés lors de la désinfection pour un traitement régénératif est important. L'utilisation
d'’hypochlorite de sodium suivie d'un traitement EDTA d'un canal instrumenté permet la
préservation de la structure dentinaire et la libération des molécules bioactives utiles pour une
régénération, alors que 1’inverse provogue des dommages dentinaires. (11), (60)

L'hypochlorite de sodium est une solution de désinfection connue sous le nom d’eau de
javel. 1l est couramment utilisé comme solution d'irrigation pendant le traitement endodontique
y compris dans les procédures de revascularisation en raison de sa capacité de dissolution
tissulaire et de ses propriétés antimicrobiennes. (59), (60) Zou et al. ont montré que le NaOCI
peut pénétrer dans les tubuli dentinaires dans une zone comprise entre 77 et 300 um, selon le
temps, sa concentration et sa température. (61) Cependant, le NaOCI a des effets néfastes
immediats et prolongés méme aprées son élimination sur la survie, I'attache et la différenciation
des cellules souches (DPSC, SHED et SCAP). (60), (62), (63) La prolifération et la
différenciation des cellules souches sont également connues pour étre différentes en fonction
de la surface sur laquelle elles sont ensemencées. Le NaOCI provoque des changements dans
la composition de la matrice dentinaire avec une diminution de la teneur en carbone et en azote.
L’utilisation d’une faible concentration a 1,5 % de NaOCI est préconisee car elle minimise les
effets sur la survie et la différenciation des cellules souches mais cela est au détriment de son
efficacité pour contréler le biofilm bactérien. (59)

L'EDTA est une solution chélatante. Elle facilite la survie cellulaire et entraine la
libération de facteurs de croissance présents dans la dentine augmentant ainsi leur
biodisponibilité. (11), (64), (60) L’irrigation de la dentine avec 17 % d'EDTA seul ou aprés un
traitement au NaOCI, crée une surface dentinaire favorable a I’adhésion et la différenciation
cellulaire. (7) Kawamura et al. en 2016 (46) ont comparé I’influence du retrait des extraits de
dentine dissout avec de I'acide chlorhydrique seul (HCI), de I'acide chlorhydrique couplé avec
du chlorhydrate de guanidine (GdnHCI) et de I’EDTA sur la régéneration pulpaire. Ils ont
obtenu des tissus conjonctifs laches similaires a la pulpe dans les greffes des dents pré-traitées
avec HCI, GdnHCI et EDTA. L’analyse histologique du volume tissulaire et de la densité
cellulaire des tissus régenéreés dans les dents traitées au GdnHCI et a 'TEDTA ont eté inférieures
a ceux d’une dent non-traitée, au bout de 28 jours. Leurs résultats suggeérent que les composants
chimiques extraits de la dentine par la dissolution a EDTA, peuvent générer un micro
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environnement inductif pour la régénération du complexe dentino-pulpaire. L’équipe de
Kawamura a également fait I’expérience inverse donc au lieu de retirer I’extrait de dentine
dissoute par EDTA, ils I’ont conservé. La dent avec les extraits de dentine dissout par 'TEDTA
a démontré une plus grande quantité de tissu régénéré. L'analyse de la prolifération et de la
migration cellulaire a montré que le milieu conditionné des MDPSCs avec les extraits de
dentine dissout par ’EDTA avaient un effet plus ¢levé que le milieu conditionné des MDPSCs
seul. Les extraits de dentine dissout par I’EDTA sont enrichis en protéines non collagéniques
(ostéonectine, ostéocalcine, ostéopontine, sialoprotéine osseuse, DSPP, TGF-f1). La présence
de DSP permet d’induire une différenciation odontoblastique (46), (Figure 19) Le traitement
de la dentine a ’EDTA favorise donc I'adhésion, la migration et la différenciation cellulaire,
I'angiogenése et la neurogenese. (32)
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Figure 19: Régénération pulpaire aprés 28 jours la transplantation de MDPSC avec des extraits de dentine dissout
reconstituées. (A, G, N, U) Transplantation de MDPSCs dans les dents sans traitement. (C, I, P, W) Transplantation
de MDPSCs dans les dents sans les extraits dissout par EDTA. (F, L, S, Z) Transplantation de MDPSCs dans les dents
avec les extraits dissout par EDTA. Rapport entre la surface régénérée et la surface du canal radiculaire (M). Ratio
de cellules Hoechst 33342-positives a la surface régénérée (T). Rapport de la surface de vascularisation a la
surface totale régénérée (Z2). (46)

La trypsine est une enzyme proteolytique du suc pancreatique utilisée en clinique depuis
plus de 40 ans dans la prise en charge d’cedémes post-traumatiques ou postopératoires. (32),
(65) lohara et al. en 2020 ont émis I'hypothése que le prétraitement a la trypsine dans le canal
radiculaire pourrait en autre favoriser la libération des molécules bioactives présentes dans la
dentine. lls ont observé qu'il y avait des effets directs et indirects. (32), (Figure 20)
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Figure 20: Un diagramme schématique démontrant les effets directs et indirects du
prétraitement a la trypsine. (65)

- Les effets directs de la trypsine sont 1’augmentation de I'expression de médiateur pro-
inflammatoire qui module I'inflammation pulpaire et de molécules anti-apoptotiques.
La trypsine a ainsi augmenté les niveaux d'expression des facteurs liés a la réparation
tissulaire pour favoriser la régénération de la pulpe dans les dents des chiens agés. En
revanche, la trypsine n'a eu aucun effet sur la régénération pulpaire des dents des jeunes
chiens.

- Les effets indirects de la trypsine sont dus a son acidité. Son application sur la dentine
va entrainer la formation d’un substrat qui va contenir des molécules bioactives solubles
qui vont favoriser la régénération pulpaire. En 2020, lohara et al. (32) ont examiné les
effets d’extraits de dentine dissouts par la trypsine issue de dents de chiens agés sur
I'angiogenese, I'extension des neurites, la migration cellulaire, les effets
immunomodulateurs et la régénération pulpaire. La dentine de chien agé traitée a la
trypsine induit des niveaux d'expression élevés de molécules anti-inflammatoires et de
marqueurs pulpaires par rapport a ’EDTA. En culture, les DPSCs adhérentes & une paroi
de dentine traitée a la trypsine peuvent se différencier en cellules semblables a des
odontoblastes en 4 semaines.

L’étude de Iohara et al. (32) a aussi démontré que la trypsine pouvait étre utilisée dans
le protocole de régénération pulpaire a la place de ’EDTA. Les conditions d’administration de
la trypsine seraient soit 0,05 % de trypsine pendant 30 minutes soit 0,05 % de trypsine avec des
nanobulles (NB) pendant 10 minutes. (Figure 21) lls ont conclu que le prétraitement a la
trypsine permet une meilleure régénération de la pulpe sur les dents des chiens agés par rapport
aux chien non traités. De plus, L'innocuité du prétraitement avec la trypsine dans la régénération
pulpaire a été confirmée par lI'absence d'anomalie, d'infiltrat inflammatoire et de résorption
interne ou externe des dents testées. Les analyses sanguines et de urinaires des chiens traites
ont montré des valeurs normales a 12 semaines apres le prétraitement a la trypsine.

Dans les études actuelles de régénération pulpaire chez ’homme, la trypsine n’est pas
utilisée comme solution d’irrigation. Néanmoins, les résultats pré-cliniques chez le chien
montrent que son utilisation pourrait étre intéressante pour des thérapeutiques de régénération
pulpaire sur des sujets plus agés, notamment s’il est utilisé avec des nanobulles.
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Figure 21: Conditions optimales de prétraitement a la
(%) ! . | trypsine des dents dévitalisées avant la transplantation
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5.2.3 : Les produits d’intersécance :

Apres la préparation canalaire et 1’irrigation, il n’est pas recommandé de placer
directement la préparation d’ingénierie pulpaire (cellules souches/scaffold/facteurs de
croissance) mais le canal pulpaire ne doit pas étre laissé vide. Des matériaux d’interseance
seront donc insérés dans les canaux. Ces produits ont diverses propriétés dont une capacité
désinfectante/antibactérienne pour pérenniser dans le temps 1’action des solutions d’irrigation.
Dans les procédures de régénération pulpaire, les chercheurs utilisent souvent les matériaux
suivants : I’hydroxyde de calcium et les pates bi/tri antibiotiques.

L’hydroxyde de calcium (CaOH_) est un mélange extemporané entre de la poudre de
chaux vive (CaO) et de I’eau. Il a les propriétés suivantes : anti-inflammatoires, hémostatique,
antiseptiques, ostéo-inducteur et anti-exudatif. Son utilisation ne révele aucune toxicité pour les
cellules souches mais a une efficacité antibactérienne limitée en particulier sur les infections
endodontiques persistantes et a cause d’une pénétration dentinaire inadéquate des solutions de
désinfection. (66), (67), (68) En France lors d’un traitement endodontique ou d’une procédure
de revascularisation, c’est I’hydroxyde de calcium en interséance qui est privilégié.

Dans de nombreux pays du monde, les pates bi/tri antibiotiques sont autorisées. Elles
sont utilisées pour avoir une désinfection quasi-compléte du canal radiculaire lors d’une
revascularisation. Pour la régénération pulpaire chez I’ Homme, Nakashima et al. (9) ont utilisé
des cones papiers absorbants avec soit de la minocycline soit de la levofloxcacine en interséance
et Xuan et al. (10) ont mis dans le canal une pate tri-antibiotique composée de 250 mg de
métronidazole, 400 mg de ciprofloxacine et 350 mg d'amoxicilline avant la transplantation. La
pate tri-antibiotique (TAP) est composée le plus souvent de métronidazole (MET), de
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ciprofloxacine (CIP) et de minocycline (MINO) pour la désinfection des dents permanentes
immatures nécrosées. (69) La majorité des bactéries & l'intérieur du canal radiculaire sont
anaérobies. Le MET (un imidazole bactéricide trés efficace contre les bactéries anaérobies)
constitue donc un antibiotique de premier choix. Le CIP et la levofloxacine sont des
antibiotiques de la famille des fluoroquinolones a large spectre puissant contre les pathogéenes
gram-positifs et négatifs. (70), (71), (72) La MINO est une tétracycline bactériostatique a large
spectre (70) et enfin I’amoxicilline (AMOX) est un antibiotique bactéricide de la famille des
aminopénicillines, a large spectre d’action, utilisé dans les TAP pour remplacer la MINO. Le
TAP a un effet antibactérien puissant mais la survie des cellules souches pulpaires est
compromise et il peut provoquer de sévere décoloration radiculaire et coronaire attribue a la
MINO. (60), (Figure 22) Une étude in vitro récente a montré que la MINO pouvait également
induire une inhibition de I'angiogenése similaire a celle de la cortisone et de I’héparine (73) via
la diminution de la sécrétion de facteur de croissance VEGF. (74) De plus, I’élimination
compléte de la pate tri-antibiotique dans le canal s’avere difficile et des résidus peuvent par la
suite interférer avec le traitement de régénération qui suit la désinfection.
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Figure 22: Effet de différentes concentrations de
TAP sur la survie de SCAPs In vitro. La viabilité des
SCAP (cellules souches de la papille apicale) est
diminuée selon I'augmentation de la concentration
de TAP. (60)

Sato et al. en 1993 (75) montrent qu’aucune bactéric n’a été récupérée apres une
exposition a des mélanges d’antibiotiques composés au minimum de CIP et MET en plus d’un
troisieme antibiotique (chaque antibiotique concentré a 100 pg/mL) in vitro sur des dents
temporaires humaines. Banchs et al. en 2004 (76) ont utilisé pour la premiere fois une pate tri-
antibiotique dans une procédure de revascularisation endodontique sur une seconde prémolaire
immature mandibulaire chez un enfant de 11 ans. Aprés 26 jours, I’enfant ne s’est plaint
d’aucune douleur, la dent était asymptomatique et a la réouverture, aucun exsudat
inflammatoire n’a été observé dans le canal. De plus, I’image radio-claire péri-apicale autour
de la seconde prémolaire mandibulaire avait nettement réduit.

En pratique clinique, le TAP est mélangé jusqu'a une certaine consistance physique au
jugé des praticiens. Il est donc difficile de connaitre la concentration exacte de chaque
antibiotique. Cependant, il est important de comprendre que tout agent pharmacologique a une
fenétre thérapeutique qui se situe entre sa concentration minimale inefficace (qui est sans effet
thérapeutique) a sa concentration excessive (qui entraine des effets secondaires indésirables
et/ou une toxicité).
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VI- L’ INGENIERIE TISSULAIRE PULPAIRE CHEZ
L’HOMME :

Avant de pouvoir réaliser ces études cliniques, les différentes equipes ont di effectuer
des expérimentations in vitro puis in vivo dans des petits modéles animaux (souris), ensuite
dans des modeéles de grands animaux (chien, furet, « minipigs ») et enfin ils ont d surmonter
les obstacles légaux et sanitaires concernant la transplantation de cellules souches chez
I’Homme. Ces étapes ne seront pas décrites dans cette thése.

6.1. Protocole de I’essai clinique de régénération pulpaire de
Nakashima et al. (2017) :

Le but de I’essai clinique de Nakashima en 2017 (essai de phase 1) était d'évaluer la
slreté, l'efficacité potenticlle et la faisabilité clinique d’une transplantation de MDPSCs
autologues induites avec du G-CSF pour la régénération pulpaire dans des dents déevitalisées
avec une fermeture apicale compléte chez les patients atteints de pulpite irréversible. (9), (31)

1. Les patients ont été informés des risques et traitements alternatifs puis ont signé le
document prouvant leur consentement éclairé. Les critéres d’inclusion étaient que les
patients soient agés entre 20 et 55 ans avec un diagnostic de pulpite irréversible dans
une dent monocanalaire, sans fracture, sans radio-clarté péri-apicale et qu’ils aient par
ailleurs une dent non fonctionnelle sans carie profonde pouvant étre « sacrifiée » pour
fournir le tissu pulpaire. Les patients ont été exclus s'ils présentaient des signes
d'infection due a un virus, des bactéries, des champignons et des mycoplasmes, une
maladie cardiovasculaire séveére, un diabéte (avec HbAlc supérieur a 7,0%), une
ostéoporose, une grossesse, un handicap mental ou une maladie mentale. De plus, les
patients ayant recu des agents anti-agrégants plaquettaires ou un traitement
anticoagulant et qui avaient des antécedents d'allergie aux antibactériens et aux
anesthésiques locaux et ayant eu une réaction intracutanée positive a l'atélocollagene
ont eté exclus. Les patients qui n‘ont pas pu bénéficier d'un examen par imagerie par
résonance magnétique (IRM) ont également été exclus.
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Patient 1 Patierit 2 Patiant 3 Patiert 4 Patierit 5

Gender Fermale Male Male Male Female

Affected tooth Upper right 2nd premalar Upper right first Lenwwer righit 2rid Upper |z
ncisor premalar recisor
Caries treatmernit at the Mo treatrment Crowen toath Mo treatment Fesin filling
first wisit fracture
Lacal clinical findings
Cald/hat pain -
Percussian pain -
Tendermess -
Electric pulp test + (300 + (29) + (30) + (19 |
Pulpitis Chronic ulcer Chronic ulcer” Acute suppurative Chronic ulcer Chranic ulcer
Unrecassary tooth Upper right 3rd molar Upper right 3rd Upper right 3rd Upper left Upper l=ft
malar Zrd malar Zrd rmealar
miclar
Time between pulpectomy 11 weeks 3 wesks G weeks 3 weaks 12 weeks

and transplantation

Tableau 1: Caractéristiques initiales des patients de I’étude de Nakashima et al. (9)

2. Le liquide plasmatique des patients a été prelevé et le sérum isolé.

3. Les DPSCs autologues ont été isolées & partir des 3°™ molaires des patients. Ces

cellules pulpaires ont été isolées par digestion enzymatique de 0.04mg/ml de liberase
de grade GMP pendant 30 minutes a 37 °C. Puis elles ont été mises en culture entre 5,6
et 32,0 x 10* cellules dans des puits de 25 cm? (T25 flask) dans un milieu de type
« Dulbecco’s modified Eagle’s medium » (DMEM) complété avec 10 % de sérum
autologue, 2,5 mg/ml d'amphotéricine B et 0,3 % de gentamicine. Les DPSCs ont été
détachées par incubation avec « TrypLE™ select » afin d’atteindre 70 % de confluence.
Les MDPSCs ont ensuite été isolées par la mobilisation induite par le G-CSF et cultivées
dans des conditions optimales : 100 ng/ml de G-CSF, 2 x 10* cellule/100 pl sur le
Transwell de culture cellulaire de 24 puits et incubées pendant 48 heures. 1 x 10*
cells/cm? cultivées dans du DMEM avec 10 % de sérum autologue et sans antibiotiques
au 7°™ passage ont été utilisées pour les tests de controle qualité et de sécurité.

Les MDPSCs ont ensuite été cryoconservées a 1 x 10° cells/ml & -80° C dans un
congélateur en attendant le moment d’étre transplantées.

Les caractéristiques biologiques des MDPSCs comme le taux d'expression des
marqueurs de cellules souches, le nombre total de cellules et le taux de survie cellulaire,
étaient normaux. De plus, un test de stérilité et un test chromosomique n'ont révélé
aucune anomalie avant la transplantation. Ces résultats ont démontré la sOreté des
MDPSCs qui sont de qualité clinique.

Dans la méme seance, en paralléle du préléevement des dents de sagesse, les pulpectomies des
dents prévues pour recevoir les cellules ont été réalisées selon le protocole opératoire suivant
(Figure 23) : (9), (31)

1. Réalisation d’une anesthésie locale, élimination des caries, réalisation d’une

reconstitution des parois manquantes avec de la résine composite.

La mise en forme canalaire et apicale est réalisée apres détermination de la longueur
canalaire avec une lime K 25/100 en utilisant un localisateur d’apex. L’ouverture
foraminale est relativement petite (0,6-0,7 mm).
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3.

Les systemes canalaires ont été irrigués alternativement avec 3 ml d’hypochlorite de
sodium (NaOCl) a 6 % et 3 % d’eau oxygéné (H202) et avec 5 ml de solution saline.
Puis les canaux ont été séchés avec des pointes papier.

En interséance, une pointe papier humidifiée avec 10 mg / ml de MINO ou 0,5 % de
lévofloxacine a été insérée dans le systeme canalaire pour compléter la désinfection
canalaire. Il est habituellement utilisé une pate tri-antibiotique (TAP) pendant 1 mois
dans le canal pour obtenir une désinfection proche de 100 %. Cependant, Nakashima
n’a pas utilisé ce produit probablement a cause de ces effets secondaires : coloration
dentaire, toxicité cellulaire, difficulté de nettoyage du produit.

La cavité d’accés a €té temporairement fermée avec un ciment a double joint : du
Caviton et de la résine composite avec procedure adhésive.

Lors de la séance de transplantation, les opérations suivantes ont éte effectuées : (9), (31)

1.

Un examen clinique a été réalisé pour confirmer I'absence de sensibilité modérée a
sévere de la dent a la percussion et a la palpation. Si une telle sensibilité était observée,
le traitement du canal radiculaire était répéte.

Apres la pose d’un champ opératoire, les canaux ont été irrigués avec 3 ml de NaOCl 6
% et 3 % H202, 5 ml de solution saline et enfin avec 2 ml de solution ’EDTA 43 %
pendant 2 minutes et 5 ml de solution saline. Ils ont été séchés avec des pointes papier
en prenant soin de ne pas provoquer de saignement.

Pour la transplantation, 1 x 108 MDPSCs autologues cryoconservées ont été suspendues
dans 40 pl d’un scaffold d’atélocollagene de qualité clinique avec 300 ng de G-CSF.
Ensuite, la moitié de la suspension (environ 20 pl) a été transplanté dans le canal a I’aide
d’une canule en veillant & ne pas introduire de bulles a I'intérieur.

Une éponge de gélatine a été placée au-dessus du mélange dans l'orifice du canal
radiculaire sans pression.

Une couche de ciment verre ionomere (CVI) puis de composite ont enfin été placées au-
dessus de 1'éponge pour I’obturation de la cavité d’acces et éviter les micro-fuites. Les
dents ont parfois été recouvertes avec une couronne scellée temporairement.
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Figure 23: lllustrations décrivant étape par étape les séquences de |'étude clinique de Nakashima et Al. réalisée
sur ’Homme. (9)

6.2. Protocole de I’essai clinique de régénération pulpaire de
Xuan et al. (2018) :

En 2018, Xuan et al. (10) publient un article scientifique dans lequel ils décrivent une
transplantation de hDPSCs issu de dents lactéales (communément appelées SHEDs) dans des
dents permanentes immatures d’une trentaine d’enfants. Le but de leur étude est de comparer
la thérapie conventionnelle appelée apexification a la transplantation d’agrégats d’hDPSCs et
d’évaluer si hDPSCs pouvaient apporter des ameliorations pour la régénération dentino-
pulpaire.

1. Les patients incluent dans 1’essai clinique devaient répondre aux criteres suivants :
étre 4ge entre 7 et 12 ans avec une denture mixte, avoir une incisive permanente
avec une pulpe nécrotique suite a un traumatisme, avoir une incisive maxillaire
temporaire saine et étre considéré apte a suivre le protocole de thérapie cellulaire.
Les enfants étaient exclus quand ils présentaient un état de malnutrition
(concentration d'albumine sérique <2 g/dL), une maladie systémique, un antécédent
d’une pathologie héréditaire, une phobie des soins dentaires, une dysplasie dentaire,
un bruxisme ou malocclusion, aucunes dents lactéales donneuses de hDPSCs,
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Iésions dentaires séveres (fractures radiculaires ou corono-radiculaire), une
mauvaise hygiéne bucco-dentaire. Les patients pouvaient étre retirés de 1’étude a
cause des critéres suivants : traumatisme secondaire, réaction allergique et forte
douleur aprés implantation des cellules souches, et infection du tissu péri-apicale.
IIs ont inclus 40 patients 4gés de 7 a 12 ans avec une incisive permanente en nécrose
pulpaire suite a un traumatisme dont 30 qui ont regu la transplantation et les 10 autres
ont eu une apexification avec un suivie sur 24 mois. Les patients ont été répartis
dans les groupes en suivant un protocole de randomisation en suivant un ratio 3 :1 a
I’aide d'un générateur de randomisation en ligne (Www.randomization.com) et a eté
dissimulé par une personne sans lien avec le groupe de gestion de I'essai-clinique.
Les participants, le personnel de I'étude et les évaluateurs des résultats étaient tous
en aveugle quant a l'attribution du traitement, et les données ont été maintenues
cachées jusqu'a ce que toutes les données aient été analysées. Dans le groupe
experimental (30 dents), une canine lactéale maxillaire a été choisie pour I'extraction
pulpaire et une incisive traumatique a été choisi pour étre implantée. Dans le groupe
control (10 dents), I'incisive traumatique a €té traitée par apexification en utilisant
de I'hydroxyde de calcium (CH) comme matériau d'obturation.

4l patients assessed for eligibility
¥
40 patients randomized

¥

, }

30 patients (30 teath) randomly 10 patients {10 teath) randomly
allecated to recaive hDPSC allacated to receive standard
implantation treatmant

4 axcluded *
- 3 patients lost to follow-up
1 patient lost dua to tooth refracture

v
26 teath recelved full analysis 10 teath recelved full analysis

6 axcluded *

-«
& patients |ost to follow-up

20 patients received safety evaluation

Dental pulp

obtained

from deciduous
teeth was culturad

for 1 manth

.

hOPSC implantation Functienal assessmants Functional assessmants Salety evaluation

' .
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Figure 24: Profil de I'essai clinique et calendrier de I'étude. (A) Conception d'un essai clinique pour examiner la
régénération de la pulpe dentaire par des hDPSC autologues. (B) Les événements de |'étude et le calendrier des
procédures et des tests. (10)

3.

Les hDPSCs ont donc été prélevées sur des canines temporaires maxillaires. La
pulpe a été extraite grace a des tire-nerfs puis le canal a été préparé avec des limes
K et irrigué avec 20 ml de NaOCl a 3 % et enfin rempli avec de 1’hydroxyde de
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calcium mélangé avec de la pate iodoforme et la cavité d’acces a été scellée avec du
CVL.

La pulpe extraite a été mise dans des conditions stériles puis découpée en petit
morceau pour ensuite étre digérée par une solution de 3 mg/ml de collagénase | et
4 mg/ml de dispase pendant 1 heure & 37° C. Les cellules en suspensions ont été
ensemencées dans des puits de 75 cm? a une densité de 1 x 10° cells/cmz2. Aprés 24
heures, les cellules non adhérentes ont été éliminées et les autres ont été mises en
culture dans un milieu a-MEM avec 10 % de FSB, 0.292 mg/ml de glutamine, 100
U/ml de pénicilline et 100 mg/ml de streptomycine pendant 2 semaines. Les
marqueurs de surface phénotypiques des hDPSCs ont été mesurés et la
morphologie des cellules a été évaluée et acceptée pour la formation d'agrégats
cellulaires.

Les hDPSCs de second passage ont été digérées avec de la trypsine et 5 x 10° cellules
ont été ensemencees sur une plaque de 6 puits et cultivées pendant 24h dans un
milieu de culture. Quand les cellules ont atteint 80 % de confluence le milieu de
culture a été changé pour un nouveau milieu contenant 100 pug/ml de vitamine C a
une densité cellulaire de 1 x 10° cellules/puits. Le milieu de culture a été renouvelé
tous les 2 jours. Aprés 10 jours d'incubation, une structure membranaire blanche a
pu étre observée et les agrégats cellulaires se sont épaissit avec le temps.

Les incisives permanentes immatures traumatisées ont été préparées. Le canal
radiculaire a été instrumenté grace a des limes K et irrigué avec du NaOCl a 3 % et
rincé avec une solution saline stérile pour éliminer le tissu pulpaire nécrotique. Le
nettoyage et le débridement ont été réalisés avec action pariétale tres légére pour
éviter I'élargissement du canal et I'affaiblissement des parois radiculaires. Le canal
a été séché avec des cones papier puis rempli de TAP composée de 250 mg de MET,
400 mg de CIP et 350 mg d'’AMOX pendant 3 a 4 semaines.

Enfin, avant la transplantation, les agrégats de hDPSCs ont été nettoyées 3 fois avec
une solution saline tamponnée au phosphate et remis en suspension dans 1 ml de
solution saline. Chaque agrégat cellulaire contient 5 x 10" hDPSCs. Le TAP a été
retiré puis un saignement péri-apicale a été provoqué et 2 agrégats de hDPSCs ont
été implantés dans le canal. Du MTA (« mineral trioxide aggregate ») a été utilisé
pour scellé la partie coronaire du canal radiculaire et du CV1 enrichi avec de la résine
pour la cavité d’acces. (Figure 25)
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Figure 25: Implantation d'agrégats de hDPSC chez les patients. (A) Désinfection du canal radiculaire. (B) Le
tissu périapical a été lacéré pour provoquer un saignement. (C) Deux agrégats de hDPSC ont été implantés
dans le canal radiculaire et poussés dans I'extrémité apicale de la racine. (D) Un bouchon de MTA a été
utilisé pour sceller le canal radiculaire et les cavités d'accés ont été temporairement scellées avec un CVI.
(10)

Les principaux critéres de jugement de I'essai clinique comprenaient la sensation dans
les incisives implantées par hDPSC, évaluée par un test électrique, la formation vasculaire
évaluée par fluxmétrie au laser Doppler et/ou la formation de nerfs et de vaisseaux sanguins
montrée par I'analyse histologique qui a pu étre réalisée. Les objectifs secondaires
comprenaient une augmentation de la longueur des racines et une diminution de la largeur du
foramen apical sur la base de I'analyse radiologique.

6.3 : Méthodes d’évaluation de la régénération pulpaire :

Il existe de nombreuses techniques pour évaluer la régénération pulpaire, ses fonctions
et sa morphologie comme les tests de vitalité pulpaire, les techniques d’imagerie médicale,
I’analyse d’expression génique et protéique et 1’étude histologique.

Sur ’homme, certaines analyses ne sont pas possibles comme pour [’analyse
histologique et 1’étude de I’expression génique/protéique car il faudrait faire I’extraction de la
dent transplantée. Cependant, les circonstances ont fait que Xuan et al. (10) ont pu réaliser une
analyse histologique lors de son essai clinique suite a un traumatisme secondaire chez 1’un des
sujets suivis.

Les méthodes les plus couramment utilisées en pratique clinique pour déterminer I'état
de la pulpe sont des tests de sensibilité comprenant le test thermique et le test électrique. Ces
tests ne peuvent pas évaluer objectivement I'état du tissu pulpaire car ils dépendent de la
réaction du patient a un stimulus externe. (9), (77) Ces tests permettent souvent de déterminer
le niveau pathologique de la pulpe (pulpite réversible, pulpite irréversible ou nécrose pulpaire)
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et donc d’influencer la prise en charge thérapeutique. Ils apportent des informations sur 1’état
de I’innervation de la pulpe mais ne sont pas tres pertinents lors de la régénération pulpaire. Ils
ne sont pas applicables pour I'évaluation de I'efficacité du traitement endodontique régénératif.
Toutefois, ils donneraient une information sur une possible réinnervation de la pulpe, sans la
confirmer pour autant. (77)

Au cours d’un traitement régénératif, la tomodensitométrie a faisceau conique (CBCT)
et les radiographies rétro-alvéolaires peuvent informer sur 1’évolution du volume pulpaire, la
quantité de tissu minéralisé et la cicatrisation d’une lésion péri-apicale. Par contre, ces
techniques ne permettent pas de connaitre la nature histologique des tissus produits.

La Fluxmétrie par laser Doppler mesure le flux des cellules sanguines dans un tissu.
Cette méthode objective se base sur le principe de ’effet Doppler et la transmission de la
lumiére par les tissus dentinaires. (78) Elle permet d’évaluer la vitalité pulpaire grace a sa
perfusion sanguine. (79)

Ariji et al. en 2018 dans leur revue de littérature sur I’utilisation de 1’Imagerie par
Résonnance Magnétique (IRM) en endodontie, indiquent que ¢’est une technique dont la haute
résolution en T1 permet d’évaluer la morphologie de la pulpe dentaire, la profondeur de
déminéralisation et les anomalies dentaires. La vitalité pulpaire et la revascularisation sont,
elles, visibles avec une imagerie pondérée en T2 en fat-saturation ou une imagerie pondérée en
T1 a contraste amélioré. (80) L'IRM fournit des images de haute résolution qui permettent une
discrimination fine du niveau de vascularisation de la pulpe dentaire. (9), (77) C’est une
technique qui semble ne présenter aucun risque pour la santé. Cette technique peut donc étre
utile pour une caractérisation précise des tissus formés pendant une thérapie régénérative par
cellules souches. (77) En cas d’inflammation tissulaire, 1’élévation du niveau hydrique contenue
dans la pulpe peut étre observable. (9)

lohara et al. ont commencé a travailler avec I'IRM dés 2016, (77) au cours de leurs
études de transplantation de MDPSCs avec du G-CSF et du collagéne dans une dent de chien.
Ils ont obtenu un tissu régénéré semblable a de la pulpe normale en termes d’intensité de signal
(SI) 2 90 et 180 jours apres la transplantation. (Figure 26) L’étude histologique qui a suivi, a
montré que le tissu pulpaire a 90 et 180 jours était effectivement mature et avec un systeme
vasculaire normal. (77)
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Figure 26: Les changements d’aspect du tissu pulpaire observable par IRM. (A—G) IRM sagittale pondérée en T2. (A)
Dent avec un tissu pulpaire normal. (B) Dent dépulpée. (C) Dent 1 jour apreés la transplantation de collagéne seul.
(D) Dent 90 jours aprés la transplantation de collagene seul. La fleche indique une intensité de signal (SI) trés bas
dans la partie apicale du canal radiculaire. (E) Dent 1 jour aprés la transplantation de MDPSCs et G-CSF avec du
collagéne. (F) Dent 90 jours aprés la transplantation de MDPSCs et G-CSF avec du collagéene. (G) Dent 180 jours
apres la transplantation de MDPSCs et G-CSF avec du collagéne. L’aspect pulpaire aprés transplantation de
MDPSCs et G-CSF est similaire a celui d’une pulpe saine dés 90 jours aprés la transplantation. (77)
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6.4 : Reésultats de la transplantation de MDSPC chez
I’homme :

Les tests de slreté réalisés sur les patients n’ont montré aucun événement indésirable
lié a la transplantation cellulaire. Les examens sanguins, urinaire et 1’électrocardiogramme de
suivi chez tous les patients pendant 24 semaines étaient normaux. De plus, les examens
cliniques dentaires n'ont montré aucune douleur post-opératoire (douleur et sensibilité a la
percussion). (9), (Tableau 2)

Characteristics Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5
Abramnality
Blood test - - - - -
Urine test - - - - -
Cardiogram - - - - -
Lacal clinical examination - - - - -
Electric pulp test
Day positive reaction = i +
started Dy & Dy & £y Day 14
(25,29, 31) (55, 58, 69) (45, 62, B04)
(eantral right lower 2nd (control left upper (cantrol left lower 2nd {contral right upper
premalar 31) caning 48] prermalar 24) ncisor 13)
12 wesks - : +
(43, 47, 47) 30
{eontrel left upper t
incisar 37) prermalar 23)
24 weeks - - i ;
(40, 41, 44 (43, 44, 46) (50, 57, 57)
fcantral left upper 2nd {control left upper (cantrol right lower 15t
prarmalar 41) caning 25) prermalar 24) nicisor 10]
MR [relative signal intersity 08 09 0.9 oF a9

o apical part of root cana

at 24 weeks)

Yeray (periapical radiolucency - Rk - t -
at 24 weeks)

Cone bearm computed - - - +

tomagraphy (lateral dentin

formation)

Tableau 2: Evaluation de I'innocuité et de I'efficacité. a. La réaction positive a été détectée aprés 36 semaines. b. La zone
de la radioclarté périapicale a progressivement diminué apres la transplantation cellulaire. c. Un élargissement de
|'espace ligamentaire parodontal a été détecté. (9)

Pour I’évaluation de I’efficacit¢ de la transplantation chez I’Homme, 1’équipe de
Nakashima a d’abord utilisé : (9)

- Des tests électriques pour I'évaluation de la sensibilité pulpaire chez tous les patients
ont été réalisés. (Tableau 2) lls ont montré une réponse négative avant la transplantation
cellulaire. Cependant, il y avait une réponse positive apres 4 semaines chez quatre
patients, suggérant une réinnervation dans le tissu pulpaire régénéré. Ce résultat est
comparable aux résultats précliniques chez le chien ou le tissu pulpaire était régénéré
dans 70 a 80 % du volume total du canal radiculaire en 4 semaines. (28)

- Grace a ’IRM, ils ont évalué le SI du tissu régénéré dans les canaux radiculaires. Les
canaux dévitalisés avant la transplantation ont montré un Sl faible. L'évaluation du Sl
dans le canal radiculaire approchait celle de la pulpe normale aprés 24 semaines pour 4
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patients. Le S| était homogeéne sur toute la longueur du canal indiquant une régenération
compléte de la pulpe. Dans le cas du patient 2 qui a développé une parodontite apicale
avant la transplantation, seul le SI dans la zone apicale était similaire aux autres patients
a 24 semaines. (Figure 27) Ce résultat peut suggérer que, méme en cas de parodontite
apicale, une revascularisation peut se produire aprés une transplantation cellulaire.
L'IRM peut constituer une méthode fiable pour montrer la présence d’un tissu pulpaire
vascularisé, mais en ’absence d’étude histologique, on ne peut pas savoir si ce tissu
contient aussi des odontoblastes. (9), (77)

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5
A
—
B
C
D 24wks
E
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Figure 27: Analyse par IRM en « fat-suppressed T2-weighted » (FST2W), des canaux radiculaires
transplantés avec des MDPSCs. (A-B) a 12 semaines, (C-D) a 24 semaines, (A-C) en coupe sagittale, (B-
D) en coupe axial au niveau de la coronaire du canal. (E) Sl relatif de I'IRM. (9)

Les radiographies dentaires a 24/28 semaines ont montré une oblitération de la portion
apicale préalablement élargie lors de la pulpectomie dans trois cas (patients 1, 3 et 5).
Les examens radiographiques effectués n‘ont montré aucune modification des zones
péri-apicales liées a la thérapie cellulaire chez ces trois mémes patients. (Tableau 2,
Figure 28)
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o Chez le patient 2, il y avait une lésion péri-apicale diagnostiquée avant la
transplantation. Celle-ci a progressivement réduit en taille et en radioclarté au
cours du suivi de 24 semaines.

o Un élargissement du ligament parodontal a 12 semaines et une radioclarté péri-
apicale a 24 semaines étaient observables pour le patient 4. Cependant, la
réponse positive au test électrique est restée la méme entre la semaine 4 et 24.
La Iésion n’a pas évolué a la radiographie a la semaine 32. Nakaskima et al.
pensent que cette image serait due a une infection secondaire soit a cause de
bactéries ayant persisté dans le canal ou a une micro-fuite au niveau de la
restauration coronaire.

L’analyse avec un CBCT a 28 semaines a montré une formation de dentine latérale dans
trois cas (patients 1, 4 et 5). (Tableau 2, Figure 28) Les volumes de la pulpe dentaire a
la semaine 28 ont diminué par rapport a la semaine 16 : de 0,0143 cm® 4 0,0125 cm®
chez le patient 1 et de 0,0110 cm?®a 0,0081 cm? chez le patient 4. Cette diminution chez
le patient 4 atteste de la présence de cellules ostéo/odontogéeniques dans le canal pulpaire
malgré la lésion péri-apicale.
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Figure 28 : (A) Analyse radiographique pour montrer les changements et I'évolution des tissus péri apicaux et la
formation de tissus minéralisés apicaux et/ou latéraux dans le canal radiculaire lors des différentes visites. (B)
Evaluation par tomodensitométrie & faisceau conique de la formation de dentine apicale/latérale dans le canal
radiculaire en coupes coronales et axiales chez 3 patients a 16 et 28 semaines. Les fleches indiquent la dentine
nouvellement formée. (9)

6.5 : Résultats de la transplantation de SHEDs chez I’homme :

Un total de six patients a été exclu durant 1’étude car ils ont soit changé de lieu
d’habitation soit la dent transplantée a subi un traumatisme secondaire. Les patients n’ont eu
aucun effet secondaire pendant tout le suivi de 1’étude (& 12 mois et 24 mois). Les analyses
sanguines (NFS des lymphocytes B, T CD 4+ et T CD 8+ et les cellules « natural Killer »), la
fonction hépatique, rénale et cardiaque étaient normales. L'implantation de hDPSCs n'a eu
aucun effet sur la réponse immunitaire, la fonction hépatique, la fonction rénale et la fonction
myocardique a 24 mois apres le traitement. De plus, la transplantation des hDPSCs n’a pas
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provoqué d’inflammation péri-apicale visible a la radiographie. (10) La transplantation de
SHEDSs chez I’Homme s’est donc avérée sdre.

Pour I’évaluation de I’efficacité de la transplantation chez I’Homme, 1’équipe de Xuan
a utilisé : (10)

Tous les patients ont été initialement, testés negatifs au test électrique de vitalité
pulpaire sur I’incisive traumatisée. Dans 1’étude de Xuan, un seuil qui diminue
indique une plus grande sensation. Les dents étaient aux alentours de -0,1 au debut
de I’essai clinique et les examinateurs ont constaté une diminution de -35,26 + 6,90
a6 mois a-43,43+£0,86 a 12 mois et -44,55 + 1,10 a 24 mois apres la transplantation
de hDPSCs. (Figure 29) Ces résultats semblent montrer une réinnervation stable du
tissu régénére.
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La fluxmétie par laser Doppler a montreé le flux moyen des cellules sanguines sous
forme de lecture linéaire en unités de perfusion (UP). Au départ, les tests ont donné
une moyenne de 2,81 + 0,41 PU pour le groupe traité par hDPSCs. A 6 mois, la
fluxmétrie a montré une augmentation moyenne de la formation vasculaire a 6,39 +
0,83 PU puis a 12 mois, une augmentation a 7,19 + 0,77 PU et enfin a 24 mois, les
résultats étaient a 8,39 + 1,35 PU pour le groupe d'implantation de hDPSCs. (Figure
30)
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Xuan et al. ont pu réaliser une analyse histologique sur le tissu régénéré 12 mois
apreés la transplantation grace a l’accord d’un patient et suite a un second
traumatisme sur sa dent. Cette analyse a montré que I'implantation de hDPSCs avait
conduit a la régénération du tissu pulpaire complet en trois dimensions contenant
une couche d'odontoblastes, du tissu conjonctif et des vaisseaux sanguins, similaire
a la pulpe dentaire normale. (Figure 31)
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Figure 31 : Analyse histologique de la pulpe dentaire régénérée par hDPSC. (A) Des images histologiques représentatives
montrent que le tissu pulpaire normal des dents humaines (B) Image représentative d'une incisive humaine 12 mois aprés
I'implantation de hDPSC montre un tissu pulpaire régénéré avec une structure tissulaire similaire a celle du tissu pulpaire
humain normal. Des odontoblastes (fléches noires). (C) Le tissu pulpaire régénéré apreés I'implantation de hDPSC contenait
des cellules NeuN-positives (rouge) (marqueur neuronal) ; Le DAPI (bleu) a été utilisé pour colorer les noyaux. (10)

- Chez I’Homme, Xuan et al. ont observé que la longueur de la racine a été augmentée
et le foramen apical a été fermé a 12 mois apres la transplantation de hDPSCs. Ceci
a été confirmé par le CBCT. (Figure 32) Lors de la premiere visite, les enfants
avaient en moyenne une longueur radiculaire de 10,69 = 1,32 mm et une largeur
apicale de 3,17 + 0,69 mm avant la transplantation des hDPSCs. Au CBCT reéalisés
a 6 et 12 mois, la longueur de la racine et I’épaisseur de la dentine ont augmenté et
le foramen apical s’est fermé pour le groupe ayant eu la transplantation.
L’augmentation de la longueur de la racine a ét¢ mesuré & 4,06 £ 0,82 mm & 6 mois
et 5,24 £ 0,92 mm a 12 mois. La diminution de I’ouverture apicale a ét¢ mesuré a
1,73 £ 0,49 mm a 6 mois et 2,64 £ 0,73 mm a 12 mois. (Figure 32)
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Figure 32: Régénération pulpaire des incisives de patients apres implantation de SHEDs. (A) Images CBCT
représentatives des dents incisives implantées a 6 et 12 mois aprés le traitement. La longueur de la racine (ligne rouge)
a augmenté a 6 et 12 mois. Le foramen apical (ligne bleue) a été fermé 12 mois aprés I'implantation. (B) Images 3D
représentatives d'une incisive humaine permanente immature traumatisée avant et apreés I'implantation. Les
graphiques représentent la longueur de la racine, la largeur du foramen apicale et I’épaisseur des parois dentinaires a
6 et 12 mois. Le groupe control est le groupe ayant regu I'apexification. (10)

Les agrégats de cellules souches de dents temporaires (hDPSCs/SHEDSs) implantés dans
des incisives sans scaffold et sans supplément de facteur de croissance ont favoriseé la croissance
radiculaire et la regénération d’une pulpe dentaire qui semble étre bien vascularisée, innervée
et avoir une couche odontblastique.
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VII. PERSPECTIVES :

Depuis deux décennies, les recherches dans la régénération pulpaire ont fait un bond en
avant important. A I’heure de 1’écriture de cette thése, seulement deux auteurs ont publié leurs
travaux de transplantation autologue de cellules souches chez I’homme pour une régénération
pulpaire : Nakashima (9) et Xuan (10). Le but ultime de la régénération pulpaire est la
récupération fonctionnelle des dents pour prolonger leur durée de vie. Lors d’une régénération
pulpaire, il faut que les cellules transplantées soient capables de se différencier en odontoblastes
fonctionnels capables de produire de la dentine, mais aussi de se différencier ou induire la
différenciation de cellules endothéliales et de cellules nerveuses pour permettre la
vascularisation et I’innervation du tissu régénéré. Les odontoblastes doivent se retrouver au
contact de la paroi dentinaire et former la couche odontoblastique. Dans ces deux essais
cliniques chez I’Homme, Nakashima et Xuan obtiennent une régénération pulpaire avec un tissu
semblable & la pulpe physiologique qui est vascularisé, possiblement innervé et composé de
cellules spécifiques productrices de tissu minéral (peut étre des odontoblastes). Ces études ont
montré que les réponses aux tests électriques, au laser Doppler, I’analyse histologique pour
Xuan et aux tests électriques et a ’IRM pour Nakashima indiquaient une régénération
vasculaire et nerveuse. (9), (10) Dans les deux études, la formation de tissu minéralisé a été
constatée. Pour Nakashima, la formation de dentine pour recouvrir complétement et rapidement
la pulpe régénérée au niveau coronaire est nécessaire pour éviter les micro-fuites. (9) Ce pont
dentinaire peut étre tubulaire comme une dentine physiologique ou atubulaire, sa fonction
principale étant d’assurer 1’étanchéité et la protection de la nouvelle pulpe coronaire. (45) Pour
Xuan, la formation de dentine permet de finaliser la croissance de dents permanentes immatures
qui a été interrompue par le traumatisme.

Pendant longtemps, on a pensé que la régénération tissulaire ne se faisait que par la
différenciation des cellules souches en cellules fonctionnelles. Cependant, Nakashima et son
équipe ont remarqué au cours de leurs différentes expérimentations que les cellules souches
pulpaires avaient un puissant effet trophique sur leur environnement ce qui leur permettait de
le moduler. Comme dans 1’étude chez le chien (28), Nakashima et al. suggerent que les
MDPSCs transplantées ne se sont pas différenciées directement en cellules endothéliales,
neuronales ou pulpaires. Divers facteurs trophiques sécrétés par les MDPSCs pourraient
améliorer la migration et la prolifération des cellules souches/progénitrices endogénes
provenant des tissus environnants. En effet, grace a la sécrétion de VEGF, elles vont attirer et
orienter des cellules indifférenciées des milieux voisins en cellules endothéliales pour favoriser
la vascularisation. On peut supposer que cet effet inducteur est le mécanisme principal de la
régénération pulpaire. En médecine régénérative, plusieurs études montrent que cet effet
inducteur des DPSCs peut s’exprimer en dehors de la régénération pulpaire. En effet, les DPSCs
et leurs sécrétomes ont aussi montré des résultats prometteurs en matiére de
réparation/régénération nerveuse ((81), (50), (82), (83)), pour la prise en charge des maladies
inflammatoires chroniques comme la cystite interstitielle (84) et pour des maladies neuro-
dégénératives comme la maladie d’ Alzheimer (MA) (85).

Les MDPSCs pourraient également réguler I'inflammation avec des propriétés
immunosuppressives et immunomodulatrices. (9) Ces propriétés ont ouvert des pistes de
recherche pour 1’équipe de Nakashima pour une transplantation allogénique de MDPSC chez
le chien en 2018. (12) Leur but était notamment de trouver une alternative aux sources
autologues de cellules souches pulpaires. En effet, pour la régénération pulpaire, il faut une
guantité suffisante de cellules souches pour les transplanter. Cependant, méme si la pulpe des
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dents de sagesse est une source qui ne pose ni de probleme de prélevement, ni de morbidité et
ni de probléme éthique, les cellules souches n’y sont par contre pas présentes en grande
quantité. De plus, avec 1’age, le volume pulpaire diminue donc le nombre de cellules souches
diminue également. Le vieillissement a aussi un impact sur la qualité des cellules souches
prélevées. Avec I’objectif de tester des sources alternatives, Murakami et Al. en 2015 (86) ont,
chez le chien, produire des sous-ensembles autologues de BMSCs (cellules souches de la moelle
osseuse) et d’ADSCs (cellules souches du tissu adipeux) : les MBMSCs et MADSCs qui ont
été isolées avec les mémes conditions optimales de mobilisation induite par le G-CSF que pour
les MDPSCs, pour faire une régénération pulpaire. L’équipe de Nakashima a aussi cherché
I’impact qu’avait le vieillissement sur les performances des MDPSCs pour une régénération
pulpaire. (87), (88) En générale, les CSMs perdent progressivement leurs compétences
(diminution des activités de prolifération, de différenciation, de migration et augmentation des
marqueurs de sénescence) avec 1’age. Cependant, ce n’est pas ce qu’ils ont constaté avec les
MDPSCs. Ils ont montré que les DPSCs agees perdaient au cours du temps leurs
caractéristiques par rapport aux DPSCs jeunes ce qui est le comportement classique pour des
CSMs. Cependant, la mobilisation par le G-CSF permet aux MDPSCs agées de conserver leurs
propriétés de maniere quasiment identique aux MDPSCs jeunes. Ces résultats permettent
d’envisager la perspective de régénération pulpaire chez les sujets jeunes comme chez les sujets
agés.

Un obstacle critique a la régénération pulpaire est le contrdle de I’infection du canal
radiculaire a I’aide de solutions d’irrigation (NaOCIl ou EDTA) et des médicaments intra-
canalaires (hydroxyde de calcium ou TAP). Une infection secondaire pourrait signifier 1’échec
de la procédure régénérative. Malgré 1’efficacité de TAP, plusieurs chercheurs (Albuquerque et
Al. en 2014 (69) et en 2015 (66), Karczewski et Al en 2018 (70), Bottino en Al. de 2013 ((89),
(90)) a 2019 (91)) travaillent ensembles pour trouver une alternative au TAP. Ils ont mis au
point un scaffold « TAP -mimic » a base de PLGA ou de polydioxanone enrichie par des
nanotubes d'argile d'Halloysite (HNT) et par des antibiotiques (MET, CIP et MINO). Ils ont eu
des résultats similaires a TAP pour la désinfection canalaire (environ 99% des bactéries sont
mortes dans les canaux testés) mais avec une cytotoxicité diminuée et des colorations dentaires
diminuées ou absentes si la MINO est remplacée par de la clindamycine ou de 1I’amoxicilline.

Dans le cadre de la régénération pulpaire, une approche utilisant seulement un scaffold
sans cellule souche et enrichi ou non en facteurs de croissance ou molécules bioactives est en
cours d’expérimentation. (92), (Figure 33) Cette technique se base sur la capacité du scaffold
a attirer les cellules (« cell-homing ») des tissus environnants de 1’hdte (cellules souches ou
non). Cette approche s’appuie sur la plasticité des CSMs. En effet, ces cellules sont recrutées
dans le ligament parodontal, I’os alvéolaire et le sang. Leur migration est attendue dans le but
de régeneérer un tissu fonctionnel spécialisé contenant des cellules différenciées spécifiques.
Des études (Kim et Al. en 2010 (93) et Suzuki et Al. en 2011 (94)) ont tenté de recréer un micro
environnement simple en fournissant des facteurs de croissance comme du bFGF, VEGF,
PDGF, NGF, SDF-1 et BMP-7 dans les canaux complétement instrumentés pour provoquer une
régénération pulpaire.

Keshtkar et Al. en 2018 (95), nous apprend que des recherches sont menées sur 1’ intérét
et I’utilisation potentielle des vésicules extracellulaires des CSMs en médecine régénérative.
Ces vesicules extracellulaires (exosomes et micro-vésicules), issu de I’endosome, contiennent
des facteurs solubles (protéines, mi-ARN et ARNm) (équivalent du sécrétome) qui vont étre
transmit aux cellules proches. Ces facteurs sécrétés peuvent augmenter I'angiogenese, réduire
I'apoptose et la fibrose, améliorer la survie et la différenciation neuronales, stimuler le
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remodelage de la matrice extracellulaire, limiter I'inflammation locale et moduler la réponse
immunitaire. De cette maniere, les CSMs, par sécrétion de paracrine, vont induire une
régénération pour sauver les cellules environnantes blessées, réduire les Iésions tissulaires et
accélérer la réparation des organes. Pour la régénération pulpaire, on pourrait imaginer un
scaffold enrichie avec le sécrétome ou avec des vésicules extracellulaires issus des MDPSCs
qui reproduiraient 1’effet inducteur des cellules souches sur les cellules environnantes. Cette
approche « sans cellule » est plus aisée a mettre en ceuvre en clinique pour un cott d’application
plus faible. Cependant, les détails sur les mécanismes fonctionnels des véhicules
extracellulaires ne sont pas encore trés clairs et doivent encore étre élucidés pour en tirer
pleinement parti. (95)
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Figure 33: Un concept d'une procédure de revitalisation/régénération non cellulaire. (A)
L'espace du canal radiculaire est rempli d'un scaffold portant des facteurs de croissance qui
sont libérés dans les tissus adjacents pour induire la migration des cellules
souches/progénitrices dans I'espace du canal et pour guider la différenciation des cellules
migrées vers une lignées odontoblastique. (B) Si la papille apicale (AP) est toujours présente, les
cellules dans ce tissu (par exemple, les SCAP) peuvent étre attiré dans I'espace du canal avec
des cellules sanguines. (C) Si AP n'est plus présent, les cellules périapicales (PA) et les cellules
sanguines peuvent étre attirées. (92)
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V1. CONCLUSION :

Nous sommes au tout début de I'utilisation de cellules souches chez I’Homme pour la
régénération pulpaire. Les chercheurs continuent d’explorer des moyens d’optimisation de la
régénération pulpaire en travaillant sur les 4 grands aspects : cellules souches, facteurs de
croissance, scaffold et le traitement canalaire. Par exemple, Nakashima et son équipe cherchent
continuellement une population de cellules souches pulpaire plus efficace. Derniérement en
2021, ils ont publié un article ou ils ont mis au point des hpDPSCs (hypoxia preconditioned
DPSC) qu’ils ont transplantées dans des dents de chien pour comparer leur potentiel aux
MDPSCs. (96) Elle cherche également & améliorer la phase du traitement canalaire avec
I’utilisation d’EDTA (46) ou de trypsine (32). D’autres auteurs comme Bottino perfectionne la
désinfection avec son scaffold « TAP-mimic » (66). Les objectifs principaux des chercheurs
pour la régénération pulpaire sont d’obtenir un tissu régénéré le plus fidéle possible a la pulpe
physiologique, mais également que cette thérapeutique soit accessible a tous c’est-a-dire a tous
les patients quels que soit leur age et I’anatomie intra-canalaire.

Une utilisation clinique hospitaliere ne verra probablement pas le jour avant une ou deux
décennies et encore plus longtemps pour une utilisation a grande échelle par tous les praticiens.
Plusieurs choses doivent évoluer pour espérer une utilisation et une démocratisation de la
régénération pulpaire par les chirurgien-dentistes. Tout d’abord, la vision que 1’on a de la dent
de sagesse (DDS), d’une dent « en trop » devra changer. Les DDS représenteront la source
principale de DPSCs pour la régeénération pulpaire. « Les conserver pour une utilisation
régénérative ultérieure » sera un élément supplémentaire entrant dans la prise de décision de
I’extraction ou de I’abstention thérapeutique. Toutefois, suite a son extraction, on pourrait
conserver soit la dent compléte soit son contenu pulpaire. Ceci, hous amene a un deuxiéeme
point d’évolution. Aujourd’hui, il n’existe pas de logistique ou de réseaux d’infrastructures
permettant de prendre en charge la conservation, I’isolation et la culture des cellules souches et
la fabrication des scaffolds a grande échelle. Les banques de cellules souches sont rares et quand
elles existent, elles conservent les cellules souches utilisées dans les domaines de la médecine
régénératives dites prioritaires (le cceur, les poumons, 1’hématopoiése, les maladies cérébro-
vasculaires, cardiovasculaires et immunodéficitaires). 1l y a donc tout un systeme a développer
(création des infrastructures aux normes GMPs, formation des chirurgiens-dentistes) avant de
considérer la régénération pulpaire comme un nouvel acte de I’ Art dentaire et une alternative
conservatrice de la fonction dentaire que le praticien pourra proposer a ses patients.
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FIGURE 19: REGENERATION PULPAIRE APRES 28 JOURS LA TRANSPLANTATION DE MIDPSC AVEC DES EXTRAITS DE DENTINE DISSOUT
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DENT 180 JOURS APRES LA TRANSPLANTATION DE MDPSCS ET G-CSF AVEC DU COLLAGENE. L’ ASPECT PULPAIRE APRES
TRANSPLANTATION DE MDPSCs ET G-CSF EST SIMILAIRE A CELUI D’UNE PULPE SAINE DES 90 JOURS APRES LA
TRANSPLANTATION. (77) cuvvveeeeeeiieiiireeeeeeeeesiitteeeeeeeeeseabareeeeeeesesbaseeeeeeesassbasaeeseessasssssasaseessesssssseseeessenssssseneeeeeenes 41
FIGURE 27: ANALYSE PAR IRM EN « FAT-SUPPRESSED T2-WEIGHTED » (FST2W), DES CANAUX RADICULAIRES TRANSPLANTES AVEC
DES MDPSCSs. (A-B) A 12 SEMAINES, (C-D) A 24 SEMAINES, (A-C) EN COUPE SAGITTALE, (B-D) EN COUPE AXIAL AU NIVEAU
DE LA CORONAIRE DU CANAL. (E) SIRELATIF DE L'IRIVL. (9) 1eeeeeiiiie et ettt ettt ettt ee e e e e e et e e eente e e earaeaens 43
FIGURE 28 : (A) ANALYSE RADIOGRAPHIQUE POUR MONTRER LES CHANGEMENTS ET L'EVOLUTION DES TISSUS PERI APICAUX ET LA
FORMATION DE TISSUS MINERALISES APICAUX ET/OU LATERAUX DANS LE CANAL RADICULAIRE LORS DES DIFFERENTES VISITES. (B)
EVALUATION PAR TOMODENSITOMETRIE A FAISCEAU CONIQUE DE LA FORMATION DE DENTINE APICALE/LATERALE DANS LE CANAL
RADICULAIRE EN COUPES CORONALES ET AXIALES CHEZ 3 PATIENTS A 16 ET 28 SEMAINES. LES FLECHES INDIQUENT LA DENTINE

NOUVELLEMENT FORMEE. () 1vvvteeeeeiiitrreeeeeeeieiitrreeeeeeesesissreeeeeeesesesssasseeseeesasssssessseessesssssesseesssemssssssseeeseesnssssssesees 45
FIGURE 29: LA SENSATION MESUREE PAR LE TEST ELECTRIQUE PULPAIRE. LE GROUPE CONTROL EST LE GROUPE AYANT REGU

L"APEXIFICATION. (10) 1eeieeiuurreeieeeeeieirrreeeeeeeeeittreeeeeeesesuareeeeeeesesasstasseeeeeesasbssaeseeessasssssaseeeeeeaasntraseeeeeesnnssrrneneens 46
FIGURE 30: LA FORMATION VASCULAIRE MESUREE PAR LA FLUXMETRIE LASER DOPPLER. LE GROUPE CONTROL EST LE GROUPE AYANT

REGU L'APEXIFICATION. (L0) cuuriiieiiieeeiiiieeeiiee e eette e e ettt e eette e e etaeeeeetbeeeeeaseeeeasseeaeaaseeeeanssseeaasseeaeansseeeansseeeeasrenaans 46

FIGURE 31 : ANALYSE HISTOLOGIQUE DE LA PULPE DENTAIRE REGENEREE PAR HDPSC. (A) DES IMAGES HISTOLOGIQUES
REPRESENTATIVES MONTRENT QUE LE TISSU PULPAIRE NORMAL DES DENTS HUMAINES (B) IMAGE REPRESENTATIVE D'UNE
INCISIVE HUMAINE 12 MOIS APRES L'IMPLANTATION DE HDPSC MONTRE UN TISSU PULPAIRE REGENERE AVEC UNE STRUCTURE
TISSULAIRE SIMILAIRE A CELLE DU TISSU PULPAIRE HUMAIN NORMAL. DES ODONTOBLASTES (FLECHES NOIRES). (C) LE TISSU
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PULPAIRE REGENERE APRES L'IMPLANTATION DE HDPSC CONTENAIT DES CELLULES NEUN-POSITIVES (ROUGE) (MARQUEUR
NEURONAL) ; LE DAPI (BLEU) A ETE UTILISE POUR COLORER LES NOYAUX. (10) ..uvviiiiuiieeeiiiie e eiieeeeeieee et 47

FIGURE 32: REGENERATION PULPAIRE DES INCISIVES DE PATIENTS APRES IMPLANTATION DE SHEDS. (A) IMAGES CBCT

REPRESENTATIVES DES DENTS INCISIVES IMPLANTEES A 6 ET 12 MOIS APRES LE TRAITEMENT. LA LONGUEUR DE LA RACINE (LIGNE
ROUGE) A AUGMENTE A 6 ET 12 MOIS. LE FORAMEN APICAL (LIGNE BLEUE) A ETE FERME 12 MOIS APRES L'IMPLANTATION. (B)
IMAGES 3D REPRESENTATIVES D'UNE INCISIVE HUMAINE PERMANENTE IMMATURE TRAUMATISEE AVANT ET APRES
L'IMPLANTATION. LES GRAPHIQUES REPRESENTENT LA LONGUEUR DE LA RACINE, LA LARGEUR DU FORAMEN APICALE ET
L’EPAISSEUR DES PAROIS DENTINAIRES A 6 ET 12 MOIS. LE GROUPE CONTROL EST LE GROUPE AYANT RECU L’APEXIFICATION. (10)

FIGURE 33: UN CONCEPT D'UNE PROCEDURE DE REVITALISATION/REGENERATION NON CELLULAIRE. (A) L'ESPACE DU CANAL

RADICULAIRE EST REMPLI D'UN SCAFFOLD PORTANT DES FACTEURS DE CROISSANCE QUI SONT LIBERES DANS LES TISSUS
ADJACENTS POUR INDUIRE LA MIGRATION DES CELLULES SOUCHES/PROGENITRICES DANS L'ESPACE DU CANAL ET POUR GUIDER LA
DIFFERENCIATION DES CELLULES MIGREES VERS UNE LIGNEES ODONTOBLASTIQUE. (B) SI LA PAPILLE APICALE (AP) EST TOUJOURS
PRESENTE, LES CELLULES DANS CE TISSU (PAR EXEMPLE, LES SCAP) PEUVENT ETRE ATTIRE DANS L'ESPACE DU CANAL AVEC DES
CELLULES SANGUINES. (C) SI AP N'EST PLUS PRESENT, LES CELLULES PERIAPICALES (PA) ET LES CELLULES SANGUINES PEUVENT
N T T () I 51
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COCHARD (Nicolas). — La régénération pulpaire chez I'Homme : les avancées cliniques. -64
f.;ill.; tabl.; 105 ref. ; 30 cm (Thése : Chir. Dent. ; Nantes ; 2021)

RESUME : Au cours des deux derniéres décennies, I'ingénierie tissulaire a fait un énorme bon en
avant. Reposant sur trois éléments clé (les cellules souches, les scaffolds et les facteurs de
croissance), elle permettrait aux dents dévitalisées de retrouver une pulpe vitale et fonctionnelle.
En 2017 et 2018, deux chercheurs (Nakashima (Japon) et Xuan (Chine)) ont atteint la phase
d’essai-clinique sur 'THomme. En respectant les « Good Manufacturing Practice », ils ont pu
réaliser une transplantation autologue de cellules souches dans le but de régénérer la pulpe
dentaire chez des sujets humains. La régénération pulpaire par ingénierie tissulaire est un acte
technique d’avenir et une procédure qui viendra enrichir I'arsenal thérapeutique des chirurgien-
dentistes. Ce travail de thése décrit les travaux de ces deux équipes et développe les cellules et
matériaux transplantés dans ces études.
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